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Les études épidémiologiques ont associé la rigidité artérielle au déclin cognitif et à la démence. 
Cependant ses effets sur la biologie du cerveau restent méconnus. Dans notre première étude, 
en utilisant un nouveau modèle murin de rigidité artérielle, nous avons voulu caractériser les 
effets de la rigidité artérielle sur le cerveau indépendamment de l’âge et de l’augmentation de 
la pression artérielle. Les résultats indiquent que la rigidité artérielle altère la régulation du flux 
sanguin cérébral et l'intégrité du système vasculaire cérébral, endommageant la barrière 
hémato-encéphalique et conduisant à des déficits cognitifs. Le débit sanguin cérébral est altéré 
au repos ainsi qu’au niveau de ses mécanismes de régulation comme l’autorégulation cérébrale, 
le couplage neurovasculaire et la fonction endothéliale. 
Dans notre deuxième étude nous avons cherché à comprendre le dimorphisme sexuel pour la 
rigidité artérielle et ses conséquences sur le cerveau dans le même modèle. Nos résultats 
montrent que la rigidité artérielle entraîne une altération du couplage neurovasculaire et de la 
réactivité vasculaire dépendante de l’endothélium chez les souris mâles mais pas chez les souris 
femelles reproductives. Chez les souris ovariectomisées, cette protection a été supprimée, mais 
a été restaurée par un traitement à l’œstradiol. 
Dans la troisième étude, nous avons voulu étudier la possibilité de prévenir la rigidité artérielle 
et ses effets subséquents sur le cerveau. Pour cette étude, nous avons utilisé la vitamine K (VK) 
(phylloquinone ou VK1 et la ménaquinone-4 ou MK-4) vu son action anti-calcifiante et ses 
effets bénéfiques sur les fonctions cognitives observés dans d’autres modèles animaux et chez 
l’homme. Cette étude a démontré que la VK améliore les fonctions cognitives et rétablit le débit 
sanguin cérébral au repos et diminue la calcification vasculaire. Les capacités d’apprentissage 
s’amplifient avec l’apport de la VK alimentaire et la concentration de la VK au cerveau. 
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Ces études permettent une meilleure compréhension de la rigidité artérielle et démontrent le 
potentiel de la VK et le traitement hormonal par l’œstradiol dans la prévention de ses effets sur 
le cerveau. Cependant, d’autres études sont nécessaires pour déterminer tous les mécanismes 
impliqués dans la protection du cerveau par la VK et l’œstradiol. 




Epidemiological studies have associated arterial stiffness with cognitive decline and dementia. 
However, its effects on the brain biology remain unknown. In our first study, using a new 
murine model of arterial stiffness, we wanted to characterize the effects of arterial stiffness on 
the brain independently of age and pressure. Our results indicate that arterial stiffness impairs 
the regulation of cerebral blood flow and the integrity of the cerebrovascular system, damaging 
the blood-brain barrier and leading to cognitive deficits. Arterial stiffness results in significant 
alterations in resting cerebral blood flow and mechanisms regulating cerebral blood flow such 
as cerebral autoregulation, neurovascular coupling, and endothelial function.  
In our second study we sought to understand sexual dimorphism in arterial stiffness and its 
consequences on the brain in the same model. Our results show that arterial stiffness leads to 
impaired neurovascular coupling and endothelial-dependent vascular reactivity in male mice 
but not in female reproductive mice. In ovariectomized mice this protection was suppressed but 
was restored by estradiol treatment. 
In the third study, we wanted to study the possibility of preventing arterial stiffness and its 
subsequent effects on the brain. In this study, we used vitamin K (phylloquinone or VK1 and 
menaquinone-4 or MK-4) for its anti-calcifying action and its beneficial effects on the cognitive 
functions observed in other animal models and in humans. This study demonstrated that VK 
prevent cognitive impairment in part by restoring the resting cerebral blood flow but also by 
preventing vascular calcification. Learning abilities increase with the contribution of food VK, 
which in turn correlates with the VK content of the brain. 
These studies provide a better understanding of arterial stiffness and demonstrate the potential 
of VK and hormone therapy with estradiol in preventing its effects on the brain. However, 
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further studies are needed to determine all the mechanisms involved in the brain protection by 
VK and estradiol. 
Key words: arterial stiffness, cognitive function, cerebral blood flow, estradiol, VK 
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PREMIERE PARTIE: INTRODUCTION 
1 RIGIDITE ARTERIELLE 
1.1 Introduction 
Le système artériel a la fonction d’acheminer le sang du cœur aux tissus périphériques, selon 
l'activité métabolique (fonction de conduit) et d’amortir les oscillations de la pression artérielle 
causées par l’éjection ventriculaire pulsatile (fonction d'amortissement) 1, 2. Les parois des grosses 
artères transforment le flux pulsatile en un flux plus constant en se dilatant pendant la systole pour 
amortir l'éjection du sang et en se rétractant pendant la diastole, cette fonction est appelée " Effet 
de Windkessel" 3. Ceci est déterminé en grande partie par la compliance du système artériel 4. 
Cependant, la compliance des artères diminue avec le vieillissement normal et cette diminution 
s’accélère avec certaines pathologies. Le terme «rigidité artérielle» est utilisé pour indiquer 
l’altération de ces propriétés des parois vasculaires 5. Une augmentation de la rigidité artérielle 
entraîne une diminution de l’effet de Windkessel des artères, une augmentation de la pression 
pulsée et de la vitesse de l’onde de pouls (VOP), ce qui provoque un retour précoce des ondes 
réfléchies vers le cœur et donc une augmentation de la pression systolique 6. Le ventricule gauche 
doit alors générer une charge de travail supplémentaire pour surmonter l’augmentation de la 
pression. Il en résulte une hypertrophie ventriculaire gauche et une insuffisance cardiaque 7. La 
rigidité artérielle altère la fonction d'amortissement et transmet la pression pulsatile du sang plus 
profondément dans la microvasculature ce qui endommage les organes distaux, en particulier le 
rein et le cerveau 8.  
La rigidité artérielle est une conséquence naturelle du vieillissement et elle augmente de façon 
accélérée avec l’hypertension artérielle. Elle constitue aussi un facteur indépendant de prédiction 
d'événements cardiovasculaires. La rigidité artérielle présente une relation causale bidirectionnelle 
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avec la pression artérielle parce que l'hypertension artérielle provoque une lésion de la paroi 
artérielle, ce qui favorise la rigidité alors que la rigidité artérielle est aussi la principale cause de 
l'augmentation de la pression artérielle systolique 9, 10. La rigidité artérielle peut résulter de la 
combinaison de plusieurs facteurs systémiques (sang et pression), vasculaires (vasoréactivité, 
remodelage vasculaire), cellulaires (organisation du cytosquelette, réponses inflammatoires) et 
moléculaires (stress oxydatif, signalisation intracellulaire, mécanotransduction) qui accompagnent 
le vieillissement et l'hypertension 11-13.  
1.2 Composantes de la paroi vasculaire 
Les vaisseaux sanguins sont composés de trois couches : l’intima qui constitue une monocouche 
de cellules endothéliales ; la media, couche de cellules musculaires lisses vasculaires et l'adventice 
externe (Figure 1). L’intima ou endothélium tapisse tout l’intérieur de l'arbre vasculaire, forme une 
barrière entre le sang et les tissus environnants et repose sur la membrane basale interposée entre 
les cellules endothéliales et la media 14. L'endothélium joue un rôle modulateur dans la régulation 
basale et dynamique du diamètre des vaisseaux sanguins en produisant et sécrétant des molécules 
vasoactives comme le monoxyde d’azote (NO) qui agit sur la media 15, 16. La media détermine le 
tonus des vaisseaux sanguins et, selon l'épaisseur des vaisseaux spécifiques, elle contient un 
nombre différent de couches musculaires lisses. Ces couches sont constituées de cellules 
musculaires lisses et de composants de la matrice extracellulaire, y compris l'élastine et le 
collagène. En revanche, les cellules murales des capillaires sont constituées de péricytes au lieu de 
cellules musculaires lisses 14. L'adventice est composée d’une matrice extracellulaire, de 
fibroblastes, de nerfs et de petites artères appelées vasa vasorum qui fournissent des nutriments à 
l'adventice et aux couches médiales externes des grosses artères 14. Les composantes de l'adventice 




Figure 1: Composantes de la paroi vasculaire 
1.3 Régulation du tonus vasculaire 
Physiologiquement, le tonus vasculaire est la tension contractile d'un vaisseau sanguin par rapport 
à sa dilatation maximale 21. Le tonus vasculaire des artères de résistance et des artérioles détermine 
la résistance vasculaire périphérique, contribuant ainsi à la régulation de la pression artérielle et 
du débit sanguin vers les tissus et les organes du corps et à l’intérieur de ceux-ci 22. Le tonus 
vasculaire est régulé par la force ou la contrainte de cisaillement et la contrainte tangentielle. Ces 
mécanismes déclenchent l’action des agents vasomoteurs qui peuvent moduler le tonus vasculaire 
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par la vasodilatation ou la vasoconstriction. Les deux réactions dépendent de la structure des 
vaisseaux, du contenu moléculaire, ainsi que des interactions entre leurs signaux 23. 
1.3.1 Contrainte de cisaillement 
L’endothélium vasculaire est constamment exposé à la force de cisaillement, c’est-à-dire la force 
de frottement générée par l’écoulement du sang. En réaction à cette force, les cellules endothéliales 
ont la propriété de modifier leur morphologie et leur fonction 24. Lorsque les cellules endothéliales 
cultivées sont exposées à la force de cisaillement dans des dispositifs de chargement de flux conçus 
de façon dynamique, les cellules changent de morphologie et de fonctions. Ainsi, les cellules sont 
polygonales dans des conditions de culture statique, mais s'allongent avec leur grand axe orienté 
dans la direction de l'écoulement en réponse à la force de cisaillement 25, 26. Lorsque la force de 
cisaillement augmente, les cellules endothéliales augmentent la production de substances 
vasodilatatrices, telles que le NO 27, 28, la prostacycline (PGI2) 
29, le peptide natriurétique de type 
C et l'adrénoméduline 30 et diminuent la production de facteurs vasoconstricteurs, comme 
l'endothéline (ET) 29, 31 et l’enzyme de conversion de l'angiotensine 32. Diverses molécules 
membranaires et microdomaines cellulaires, y compris les canaux ioniques, les récepteurs du 
facteur de croissance de l’endothélium vasculaire (VEGFR), les récepteurs couplés aux protéines 
G, les cavéoles, les protéines d'adhésion, le cytosquelette, le glycocalyx et les cils primaires jouent 
un rôle important dans le mécanisme de détection de la force de cisaillement 33, 34. 
1.3.2 Mécanisme myogénique 
Le mécanisme myogénique est un contrôle de la circulation sanguine lié à la pression sanguine 
tangentielle sur la paroi vasculaire. Ce comportement est inhérent au muscle lisse et indépendant 
des influences neurales, métaboliques et hormonales. Le muscle lisse vasculaire se contracte 
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activement en réponse à l'étirement, dans une tentative de maintenir la tension circonférentielle de 
la paroi relativement constante dans les vaisseaux de résistance. Ce mécanisme de régulation est 
aussi appelé «Effet de Bayliss» 35, 36. Ainsi, les vaisseaux sanguins élastiques exposés à une 
augmentation de la pression intravasculaire deviennent passivement distendus. Le muscle lisse de 
la paroi vasculaire répond par une contraction active conduisant à une vasoconstriction qui tend à 
ramener la tension de la paroi proche de sa valeur initiale et le calibre vasculaire inférieur à sa 
valeur initiale 37. L'élévation de la pression intraluminale entraîne une stimulation dépolarisante 
telle que l'ouverture du canal TRP (potentiel de récepteur transitoire) ainsi qu'une inhibition 
simultanée des facteurs hyperpolarisants incluant différents types de canaux potassiques (K+) dans 
les cellules du muscle lisse. Il en résulte une dépolarisation de la membrane cellulaire des muscles 
lisses, un afflux de Ca2+ et une contraction des muscles lisses 38. Dans les artères mésentériques de 
souris, les récepteurs de l’angiotensine AT1 et le récepteur cystéinyl-leucotriène 1 (CysLT1) qui 
sont couplés à la protéine Gq/11 régulent 60% de la vasoconstriction myogénique dans les artères 
de résistance 39. Une autre voie de signalisation qui contribue à la régulation de la vasoconstriction 
myogénique implique la RSK2 (ribosomal S6 kinase 2) qui active l'échangeur Na+/H+ (NHE-1), 
entraînant une alcalinisation cytosolique et une augmentation du Ca2+ intracellulaire qui favorise 
la vasoconstriction.40. 
1.3.3 Régulation endothéliale 
Dans les artères de résistance, l'endothélium joue un rôle fondamental dans la régulation du tonus 
vasculaire, du flux sanguin local et de la pression artérielle systémique via la génération de divers 
facteurs vasoactifs 41. Dans des conditions physiologiques normales, les agents vasoactifs dérivés 
et non dérivés de l'endothélium contrôlent le tonus vasculaire en agissant à la fois sur les cellules 
endothéliales et les cellules musculaires lisses vasculaires sous-jacentes 42. L’endothélium permet 
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de détecter et d’intégrer les signaux présents dans le sang et l’environnement tissulaire local, 
lesquels initient une modulation dynamique de l’activité contractile des cellules musculaires lisses 
vasculaires environnantes. En réponse à des stimuli mécaniques (force de cisaillement causée par 
le flux sanguin) et chimiques (acétylcholine, bradykinine, ATP), les cellules endothéliales libèrent 
des facteurs vasoactifs. Ces facteurs peuvent être divisés en deux types: les vasodilatateurs tels que 
le NO 43, la PGI2 44 et les facteurs d'hyperpolarisation dérivés de l'endothélium (EDHF) 44, 45 et 
vasoconstricteurs tels que l'ET-1, la thromboxane A2 (TXA2), les espèces réactives de l'oxygène 
(ROS) 46 et les métabolites de l'acide arachidonique tels les prostaglandines et l’acide 
hydroxyéicosatétraénoïque-20 (20-HETE) 21. Ces facteurs agissent en synergie pour réguler le 
tonus vasculaire 41, 47. 
1.3.3.1 Monoxyde d’azote (NO)  
Le NO peut être produit par cinq isoformes de la synthase du NO (NOS) : NOS neuronal (nNOS), 
NOS inductible (iNOS), NOS endothélial (eNOS), NOS mitochondriale et NOS érythrocytaire 23, 
48, 49. Dans l’endothélium, l'eNOS catalyse la dégradation de la L-arginine en NO et L-citrulline. 
Par la suite, le NO diffuse dans les cellules musculaires lisses vasculaires adjacentes pour activer 
la guanylate cyclase soluble (sGC). La sGC soluble convertit le GTP en guanosine monophosphate 
cyclique (cGMP) qui active la protéine kinase G et cela conduit à des diminutions de la 
concentration cytosolique du calcium (Ca2+) entraînant ainsi une vasodilatation 50, 51. Le NO peut 
également affecter l'activité cellulaire indépendamment de l’activation de la sGC, par la 
stimulation de l’ATPase calcique du réticulum endoplasmique et sarcoplasmique, réduisant la 
concentration de Ca2+ intracellulaire et conduisant à une relaxation du muscle lisse 52. Le NO 
stimule aussi les canaux K+ et l'hyperpolarisation membranaire qui en résulte abaisse la 
concentration de Ca2+ intracellulaire 53.  
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1.3.3.2 Prostacycline (PGI2) 
Dans l'endothélium, la PGI2 est synthétisée à partir de l'acide arachidonique (AA) 23. La PGI2 se 
lie ensuite à son récepteur IP situé sur la membrane des cellules musculaires lisses vasculaires. 
L'adénylate cyclase (AC) liée à la membrane est ensuite stimulée pour convertir l'adénosine 
triphosphate (ATP) en adénosine monophosphate cyclique (AMPc). L’AMPc active alors la 
protéine kinase A (PKA) et induit la vasodilatation en modulant l’ouverture des canaux potassiques 
54. 
1.3.3.3 Facteurs hyperpolarisants dérivés de l'endothélium (EDHFs) 
Le rôle des EDHFs a été mis en évidence avec la découverte de la relaxation résiduelle dépendante 
de l’endothélium après la déplétion du NO et de la PGI2 55, 56. Les dérivés de l'AA comme les 
acides époxyeicosatriénoïques (EETs), le peroxyde d'hydrogène, le peptide natriurétique de type 
C et le sulfide d’hydrogène fonctionnent comme EDHF dans le système vasculaire. Les EDHFs 
génèrent un signal électrique au niveau de l'endothélium, qui va ensuite induire le courant 
hyperpolarisant dans les cellules musculaires lisses adjacentes, provoquer la vasodilatation en 
activant les canaux K+ activés par le Ca2+ à petite conductance et à conductance intermédaire (SKCa 
et IKCa), puis initier l'hyperpolarisation et la relaxation des cellules musculaires lisses 
57-59. Les 
effets des EDHFs sont plus importants dans la microcirculation ainsi que dans les artères 
coronaires, mésentériques et rénales que dans les gros vaisseaux. Ils participent à la régulation du 
débit sanguin, de la résistance vasculaire périphérique et de la tension artérielle, en particulier 
lorsque la production de NO est réduite 57, 60-63. 
1.3.3.4 Adénosine 
L'adénosine est un nucléoside généré par le stress métabolique et par une activité cellulaire élevée. 
Bien que l'effet principal de l'adénosine dans la plupart des lits vasculaires soit la vasodilatation, 
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le nucléoside peut provoquer une vasoconstriction des vaisseaux rénaux 64. Il existe quatre 
récepteurs de l'adénosine exprimés dans les cellules endothéliales et le muscle lisse vasculaire et 
impliqués dans la régulation du tonus vasculaire, à savoir A1, A2A, A2B et A3 21. Les récepteurs 
de l'adénosine A1 et A3 sont couplés principalement aux protéines Gi/o et interviennent dans 
l'inhibition de l'AC ce qui conduit à une réduction de l'AMPc, tandis que les récepteurs de 
l'adénosine A2A et A2B sont couplés aux protéines Gs et activent l'AC, ce qui conduit à une 
augmentation de l'AMPc 65. Ainsi, l’activation des récepteurs A2A et A2B induit une 
vasodilatation dans divers vaisseaux alors que l'activation des récepteurs A1A et A3A provoque 
une vasoconstriction 21, 64, 66, 67. 
1.3.3.5 Endothélines (ET) 
Les ET sont de puissantes molécules vasoconstrictrices jouant un rôle clé dans l'homéostasie 
vasculaire. Il existe trois types d'ET (ET-1, ET-2, ET-3) 68, mais les cellules endothéliales ne 
produisent que l'ET-1 qui joue un rôle important dans la régulation du tonus vasculaire 69. L’ ET-
1 possède deux types de récepteurs soit ETA et ETB, lesquels sont couplés à une protéine G 70. 
Dans les vaisseaux sanguins, le récepteur ETA est dominant dans les conditions normales. L'ET-
1 produit une vasoconstriction en se liant aux récepteurs ETA sur les cellules musculaires lisses 
vasculaires. Au niveau de l’endothélium, l’ET-1 se lie aux les récepteurs ETB et stimule la 
libération des vasodilatateurs, principalement le NO, mais aussi la PGI2 et les EDHFs. De faibles 
niveaux d'ET-1 favorisent la vasodilatation, tandis que des concentrations plus élevées et 
physiopathologiques augmentent la pression artérielle et la résistance vasculaire périphérique 
totale. Ainsi, la libération du NO et d'autres vasodilatateurs suite à la stimulation des récepteurs 
ETB est cruciale pour limiter la vasoconstriction induite par les récepteurs ETA 71. La production 
et la libération de l'ET-1 sont stimulées par l'angiotensine (Ang) II, l'hormone antidiurétique 
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(ADH), la thrombine, les cytokines, les ROS et les forces de cisaillement agissant sur l'endothélium 
vasculaire. La libération d'ET-1 est inhibée par la PGI2, le peptide natriurétique et le NO 
71. 
1.3.3.6 Thromboxane (TXA2) 
La TXA2 est un membre de la famille des lipides eicosanoïdes et est générée dans le lit vasculaire 
à partir de la prostaglandine H2 par la TXA2 synthase. La TXA2 a une action vasoconstrictrice et 
agit à travers son récepteur TP-β qui est couplé à la protéine G de type Gq dans les cellules 
musculaires lisses vasculaires et les plaquettes 72, 73. La TXA2 induit l'activation de la 
phospholipase C (PLC), une enzyme membranaire qui hydrolyse le phosphatidylinositol pour 
former deux seconds messagers, l’inositol triphosphate (IP3) et le diacylglycérol (DAG). L’IP3 
active la mobilisation du Ca2+ intracellulaire du réticulum sarcoplasmique vers le cytosol, alors 
que le DAG active la protéine kinase C (PKC). Ces événements induisent la contraction des 
cellules musculaires lisses vasculaires. Le récepteur TP-β est également couplé à la protéine Gi, 
qui module le contenu en AMPc par son action inhibitrice sur l'AC 74, 75. 
1.3.3.7 20-HETE 
Le 20-HETE est un métabolite dérivé de l'AA grâce à une époxygénase CYP 76. Sa biosynthèse 
dans la paroi vasculaire est principalement localisée dans les cellules musculaires lisses vasculaires 
mais dans la circulation pulmonaire, l'endothélium vasculaire produit également le 20-HETE. Le 
20-HETE participe à la régulation du tonus vasculaire en sensibilisant les cellules des muscles 
lisses vasculaires aux stimuli constricteurs tels que l'Ang II, la phényléphrine et l'ET, et en 
contribuant à la réponse myogénique. Le 20-HETE inhibe les canaux potassiques à large 
conductance activés par le Ca2+ (BKCa) conduisant à la dépolarisation des cellules musculaires 
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lisses vasculaires et augmente donc le Ca2+ intracellulaire. Le 20-HETE active aussi directement 
les canaux calciques de type L et la PKC qui contribuent également à la vasoconstriction 77, 78. 
1.3.3.8 Espèces réactives de l’oxygène (ROS) 
Dans le système vasculaire, la NADPH oxydase (Nox), la xanthine oxidase et la Nos découplée 
sont les principales sources de ROS qui incluent aussi la myéloperoxydase, la lipoxygénase, la 
COX et de nombreuses autres amines oxidase. Les Nox constituent la seule famille d’enzyme dont 
la fonction première est de produire des ROS et ils sont la principale source de production de ROS 
dans le système vasculaire 79, 80. Les Nox contiennent deux sous-unités liées à la membrane (gp91 
phox et p22phox) et plusieurs sous-unités cytoplasmiques (p47phox, p67phox, p40phox et les 
protéines G) 81. La famille des Nox se divise en 7 isoformes parmi lesquelles la Nox1, la Nox2, la 
Nox4 et la Nox5 sont exprimées dans la vasculature 80. La Nox5 est présente chez l’humain mais 
ne l’est cependant pas chez les rongeurs 82.  
La phosphorylation représente une partie essentielle de l’activation de toutes les isoformes des 
NOX. Cette phosphorylation survient par plusieurs voies impliquant les sérines kinases 83. 
Cependant, les principales kinases impliquées sont les PKC particulièrement en situation de stress 
cellulaire 84. L’activation des récepteurs AT1 de l'Ang II est étroitement associée à l'activation de 
la Nox et à la production des ROS dans les cellules musculaires lisses vasculaires et stimule les 
voies de la PKC et de la Rho kinase. Ces interactions cellulaires entre les récepteurs de l'AngII, la 
Nox et la PKC sont essentielles au développement et au maintien physiologique du tonus 
myogénique microvasculaire mais sont aussi étroitement impliquées dans le développement des 
vasculopathies 38, 80. Dans les conditions physiologiques, les ROS participent à la régulation du 
tonus vasculaire. La pression transmurale élevée initie une production rapide et transitoire des ROS 
dans les artères de résistance. En effet, l’augmentation de la pression transmurale active les canaux 
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sensibles à l’étirement ce qui conduit à un afflux de Ca2+ et à une activation de Rac laquelle est 
associée à une production de ROS dépendante de la Nox 85. Réciproquement, les ROS augmentent 
la sensibilité au Ca2+ et la contraction vasculaire en réponse à une augmentation de la pression 
intraluminale 86. Ainsi, les ROS activent la voie de signalisation de RhoA/ Rho kinase dans les 
cellules musculaires lisses vasculaires. RhoA est un membre de la famille des petites protéines 
liant la GTPase Rho. Il participe à la vasoconstriction par la phosphorylation de la chaîne légère 
de la myosine et la sensibilisation des protéines contractiles au Ca2+.  
Tous ces mécanismes contribuent donc à la régulation du tonus vasculaire et du flux sanguin. Les 
cellules musculaires lisses vasculaires qui composent la paroi des artères et artérioles de résistance 
servent d’effecteur principal dans la régulation du tonus vasculaire par leur contraction. Le tonus 
vasculaire dépend aussi de la pression artérielle dans ces vaisseaux, ainsi que de l'équilibre entre 
les signaux vasoconstricteurs et vasodilatateurs qui les atteignent. Enfin, la tension artérielle, en 
étirant les cellules musculaires lisses vasculaires, active les voies de signalisation pour produire un 
tonus myogénique, caractéristique des artères et artérioles de résistance 87. 
1.4 Changements vasculaires associés à la rigidité artérielle 
1.4.1 Changements structurels et mécaniques 
Les changements physiologiques dans la paroi vasculaire sont dynamiques et se produisent tout au 
long de la vie 88, 89. Le remodelage vasculaire associé au grand âge dans les parois des grandes 
artères est très similaire chez l'homme, les primates non humains et les rongeurs et inclut la 
dilatation luminale, l'épaississement intimal et médial, la rigidité vasculaire et la baisse de la 
fonction endothéliale 90-92. La stabilité et la compliance de la paroi vasculaire dépendent de la 
contribution relative de deux protéines d'échafaudage importantes: le collagène et l'élastine. 
L’équilibre dans le contenu de ces protéines est maintenu stable par un processus dynamique de 
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production et de dégradation 93. La dérégulation de cet équilibre, principalement par 
l’inflammation, entraîne une surproduction de collagène et une baisse des quantités d'élastine, 
contribuant à la rigidité vasculaire 94. L’équilibre entre les métalloprotéases matricielles 
cataboliques (MMPs) régulant le collagène et l'élastine et leurs inhibiteurs (TIMP) change aussi 
avec le vieillissement. Des études chez les vieux rats et les primates non humains démontrent une 
augmentation de l'expression de la MMP-2 et de son activité dans les vaisseaux comparativement 
aux jeunes homologues 95, 96. L’hypertension stimule également la production excessive du 
collagène. Chez l’homme, le collagène entraîne une augmentation de l'épaisseur de l’intima-média 
11, 97 et l’hypertrophie de la couche musculaire lisse vasculaire 98. Le remodelage artériel est associé 
à une désorganisation des cellules endothéliales, une augmentation du collagène, des MMPs, du 
TGF-β (facteur de croissance transformant β), des molécules d'adhésion cellulaire intracellulaire 
et des cytokines, une dégradation des fibres d'élastine et une infiltration de cellules musculaires 
lisses, des macrophages et des cellules mononucléaires. L’augmentation du collagène et la 
dégradation de l’élastine entraînent des changements mécaniques caractérisés par une réduction 
de la compliance, de l’élasticité et de la distensibilité et donc la rigidité artérielle 11, 97. La 
dégradation des fibres d'élastine prédispose ces fibres à la minéralisation avec dépôt de Ca2+ et de 
phosphore, augmentant ainsi la rigidité artérielle 99, 100. Chez l’homme, la rigidité artérielle entraîne 
aussi une augmentation progressive du diamètre intérieur artériel (9% par décennie de 20 à 60 ans 
dans l'aorte ascendante) 99. L’augmentation du diamètre luminal serait une adaptation 
compensatoire à la formation de plaques et / ou une augmentation de l'épaisseur de la paroi, afin 
de maintenir l’espace intérieur. L’augmentation de la taille du lumen associée à l’âge pourrait aussi 
être la conséquence d’une perte ou de la fragmentation des fibres d’élastine 101. La rigidité artérielle 
est également causée par la formation des produits de glycation avancée (AGEs) qui résultent de 
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la glycation non enzymatique des protéines pour former des liaisons croisées irréversibles avec le 
collagène. Avec les AGEs, le collagène forme une molécule plus rigide et moins sensible au 
renouvellement hydrolytique 102. Les AGEs réduisent également la matrice élastique de la paroi 
vasculaire 103 et peuvent affecter la fonction des cellules endothéliales en désactivant le NO et en 
augmentant la génération des ROS tels que le peroxynitrite 93.  
1.4.2 Calcification artérielle 
La calcification de la média vasculaire est une caractéristique du vieillissement vasculaire 104. Chez 
les sujets plus âgés, la calcification se produit dans la média de la paroi artérielle autour des fibres 
d’élastine (élastocalcinose) 105 et dans la plaque athérosclérotique au niveau de l'intima 106. Bien 
que souvent considérées comme des entités distinctes, les calcifications intimales et médiales 
coexistent souvent. La rigidité artérielle est étroitement associée à la calcification, une association 
qui pourrait être expliquée par l'athérosclérose coexistante 107. Cependant, les modèles animaux 
montrent que la calcification médiale (en l'absence d'athérosclérose) augmente la rigidité artérielle, 
suggérant une relation causale directe entre la calcification et la rigidité 108. La calcification 
vasculaire est un processus étroitement contrôlé similaire à la formation de l'os, mais contrairement 
à l'os, le phosphate de Ca2+ dans les artères n'est pas principalement déposé sur le collagène de 
type I, mais plutôt sur l'élastine amorphe qui comprend les lamelles élastiques 109. Ce processus 
est augmenté lorsque l'élastine est dégradée par l'élastase et d'autres protéases 110. Dans ce 
processus, les cellules musculaires lisses vasculaires subissent une différenciation ostéoblastique, 
exprimant plusieurs des protéines associées à la formation osseuse 106 et libérant des vésicules dans 
la matrice extracellulaire qui servent de sites de nucléation pour l'accumulation de cristaux 
d'hydroxyapatite 94, 111. Dans les milieux de culture, des concentrations élevées de Ca2+ et de 
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phosphate induisent une différenciation ostéoblastique des cellules musculaires lisses vasculaires 
111, 112. 
 Les mécanismes de la calcification impliquent la perte des inhibiteurs de la calcification, tels que 
la fétuine-A, la MGP, le pyrophosphate, et l'ostéopontine 113-115. La calcification résulte également 
de la régulation à la hausse des facteurs de transcription tels que Runx2 ou cbfa1 (sous-unité alpha 
1 du facteur de transcription), le gène homéotique-2 du «muscle segment homeobox» (MSX-2) et 
la protéine morphogénétique osseuse 2 (BMP-2). Ces facteurs interviennent dans le 
développement osseux normal et la calcification vasculaire en régulant l'expression des protéines 
ostéogéniques, dont l'ostéocalcine, l'ostéonectine, la phosphatase alcaline, le collagène-1 et la 
sialoprotéine osseuse 113, 116.  
1.4.3 Inflammation 
Les processus inflammatoires contribuent aux maladies vasculaires, à l’hypertension, à l’infarctus 
du myocarde, à l’accident vasculaire cérébral (AVC) et à l’insuffisance cardiaque associés à l'âge 
117, 118. L'inflammation chronique semble être un facteur central de la calcification anormale des 
tissus mous en général et il a été démontré que les sites d'inflammation chronique dans le système 
vasculaire deviennent des sites de calcification chez la souris 119 et chez les humains 120. Avec le 
vieillissement, on observe une évolution vers un phénotype vasculaire pro-inflammatoire associé 
à une régulation à la hausse des cytokines inflammatoires 121 et des molécules d'adhésion cellulaire, 
à une augmentation des interactions des cellules endothéliales-leucocytes et à des altérations de la 
sécrétion des médiateurs qui sont essentiels aux réponses inflammatoires 122. Les facteurs de 
transcription pro-inflammatoires et les protéines qui ont été associées au vieillissement vasculaire 
comprennent la protéine chimioattractive de type 1 (MCP-1), le TGF-β1, la MMP-2, la protéine 
activatrice 1 (AP-1) et le NF-kB 11, 97. L’augmentation du tonus musculaire vasculaire, l’activité 
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accrue du système rénine-angiotensine-aldostérone ainsi que l’augmentation du stress oxydatif, 
contribuent également à la pro-inflammation artérielle liée à l'âge 12, 123. 
L'inflammation vasculaire induit le remodelage cardiovasculaire 124 conduisant à la dégradation de 
l'élastine et à l’augmentation du collagène de la paroi vasculaire 125. Elle augmente également la 
prolifération des cellules musculaires lisses ce qui contribue à la rigidité artérielle 126. De plus, les 
cellules musculaires lisses vasculaires peuvent subir une transdifférenciation en un phénotype 
ostéoblastique dans des conditions inflammatoires permettant la minéralisation (absorption du 
phosphate) et le dépôt de Ca2+ dans la média artérielle 127, 128.  
1.4.4 Fonction endothéliale 
L'endothélium est important dans le maintien de l'homéostasie vasculaire et est impliqué dans de 
nombreuses fonctions physiologiques, y compris la régulation de la pression artérielle, la 
promotion de l'angiogenèse et le contrôle du processus de coagulation 129-131. La fonction 
endothéliale est altérée avec l'âge et peut contribuer à l'augmentation de la rigidité artérielle 
observée dans les études épidémiologiques 132. La rigidité artérielle et le dysfonctionnement 
endothélial sont deux des principales altérations vasculaires liées à l'âge 133. L’altération de la 
fonction endothéliale est également associée à d'importants facteurs de risque des maladies 
cardiovasculaires, notamment le tabagisme, l'hypercholestérolémie, l'hypertension, 
l'hyperglycémie, le diabète, l'obésité, l'inflammation chronique et les antécédents familiaux de 
maladies occlusives vasculaires précoces 134, 135. Bon nombre de ces facteurs de risque sont 
associés à une augmentation de stress oxydatif 136. Le déséquilibre entre les systèmes oxydatif et 
antioxydant entraîne une augmentation de la production de ROS menant à l'inactivation du NO et 
à l'augmentation du stress nitrosatif altérant ainsi  la fonction endothéliale 137, 138. Le mécanisme 
primaire responsable de la détérioration de la fonction endothéliale est la réduction de la 
16 
 
biodisponibilité du NO, en raison de son interaction avec les ROS pour former du peroxynitrite. 
Le peroxynitrite inactive le tétrahydrobioptérine (BH4), un cofacteur essentiel pour la synthèse de 
NO par la NOS endothéliale (eNOS), réduisant la production du NO. De plus, une réduction des 
niveaux du BH4 a été signalée chez les rongeurs âgés et peut entraîner un découplage de l'eNOS, 
de sorte que le superoxyde est produit au lieu du NO 139. La diminution de l'expression de l'eNOS 
est également causée en partie par la dégradation de la L-arginine par l'arginase II, une enzyme qui 
entre en compétition avec la eNOS pour la L-arginine. Cette enzyme dont l’expression augmente 
avec l’âge, réduit la formation du NO et augmente la production du superoxyde par la eNOS. 
L’activité de l’arginase est augmentée par le peroxynitrite. 140-142. Certaines données indiquent que 
les vasodilatateurs prostanoïdes tels que la PGI2 sont également réduits avec l'âge 
129. Le 
peroxynitrite réagit également avec la tyrosine, entraînant la formation de nitrotyrosine, dont 
l'abondance dans les artères augmente avec l’âge 143, 144. Le NO non seulement régule le tonus 
vasculaire en agissant directement sur les cellules musculaires lisses, mais il contrebalance 
également l'action d'autres vasoconstricteurs tels que l'ET-1 145 et l'Ang II 146. Bien que non limité 
au métabolisme du NO, l'homéostasie de l'endothélium dépend fortement de la libération 
équilibrée de NO en raison des actions pléiotropiques que le NO exerce sur la plupart des autres 
facteurs endothéliaux. La reduction de la biodisponibilité du NO augmente également le risque 
d’ischémie. En effet, le NO dérivé de l'endothélium protège contre les lésions cérébrales 
hypoxiques ou ischémiques par son action vasodilatatrice permettant d’augmenter le flux sanguin 
vers la zone cérébrale endommagée 147, 148. Une association entre la calcification artérielle et le 
risque d’ischémie a notamment été obsérvée dans les études cliniques 149-151.  
La rigidité artérielle est fréquemment considérée comme résultant principalement de la pression 
de la distension et de la qualité / quantité de la teneur en fibres artérielles des fibres d’élastine et 
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de collagène. Cependant, la paroi vasculaire est riche en cellules musculaires lisses qui répondent 
à l'activation sympathique et à la libération paracrine de vasomédiateurs tels que le NO, l’ET-1 et 
la PGI2. Par conséquent, il n'est pas surprenant que les altérations de la biodisponibilité du NO 
influencent la rigidité artérielle 152. Les mesures visant à contrôler les facteurs de risque 
cardiovasculaires qui améliorent la fonction endothéliale peuvent donc inverser la rigidité artérielle 
en influençant à la fois les composantes de la paroi vasculaire et le tonus vasculaire 132.  
La rigidité artérielle entraîne donc un remodelage de la paroi vasculaire avec épaississement 
progressif de la paroi artérielle, des modifications du contenu de la paroi (dégradation de l'élastine, 
l’augmentation du collagène et des AGEs) et une augmentation du diamètre de l'artère. 
L'inflammation vasculaire participe aussi à l’induction du remodelage vasculaire et favorise le 
dépôt de Ca2+ dans la paroi artérielle. Ces changements sont accompagnés par une altération 
progressive de la fonction endothéliale causée par une réduction de la biodisponibilité du NO et à 
une augmentation de la production de vasoconstricteurs comme l’Ang II et l’ET-1. 
1.5 Mesure de la rigidité artérielle 
La rigidité artérielle repositionne le site des réflexions de l’onde de pouls. Ces réflexions 
représentent un phénomène inévitable de tout système de conduit à discontinuité géométrique. 
Lorsque les ondes de pression se déplacent vers le bas et à travers des tubes de diamètre 
décroissant, une onde d'énergie réfléchie est créée. Chez les jeunes, ces ondes réfléchies arrivent 
au cœur au début de la diastole, contribuant ainsi à l'amplitude de la diastole. Cependant, la rigidité 
artérielle entraîne une réduction plus précoce du diamètre artériel ce qui provoque un retour rapide 
de l’onde réfléchie vers le cœur. Par conséquent, l'onde réfléchie arrive au cœur plus près de la 
systole, ce qui augmente la pression artérielle systolique alors que la pression artérielle diastolique 
diminue engendrant une réduction de la perfusion coronaire diastolique. Cette augmentation de la 
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pression artérielle systolique et de la pression pulsée exerce une plus grande charge sur le cœur, 
contribuant à l'hypertrophie ventriculaire gauche 153, 154.  
La rigidité artérielle régionale et locale peut être mesurée directement, et de façon non invasive, à 
divers endroits le long de l'arbre artériel 155. Plusieurs méthodes non invasives sont actuellement 
utilisées pour évaluer la rigidité vasculaire 156. Les mesures régionales et locales de la rigidité 
artérielle présentent l’avantage majeur d’être basées sur des mesures directes de paramètres 
fortement liés à la rigidité des parois vasculaires 155.  
La rigidité artérielle peut être évaluée en mesurant la vitesse de l’onde de pouls (VOP) 4. La VOP  
est la plus utilisée et est évaluée en mesurant le temps de transit de l’onde et la distance parcourue 
entre les deux sites d'enregistrement [VOP (m/s) = distance (m)/temps de propagation] 157. Les 
artères plus rigides causent un déplacement rapide et donc une vitesse plus élevée. Différentes 
approches peuvent être utilisées pour mesurer la vitesse, y compris la tonométrie d’applanation, 
l’oscillométrie, l’échocardiographie Doppler et l’imagerie par résonance magnétique 4. La VOP 
peut être mesurée dans n'importe quel segment artériel entre deux régions 158 notamment entre 
l’aorte et l’artère fémorale (cfVOP) ou entre l’artère brachiale et l’aine (baVOP) 159. L'une des 
limites de la VOP dans l'évaluation des pathologies vasculaires est le fait que la rigidité mesurée 
est influencée par la pression sanguine exercée sur la paroi artérielle 160.  
L'index de rigidité β est un marqueur de la rigidité régionale et non segmentaire 155 et il est mesuré 
au même site de mesure que la VOP, mais avec un ajustement pour la pression sanguine. L’index 
β correspond au rapport de la pression artérielle systolique/ diastolique à la variation relative du 
diamètre 161. Il ne peut pas être utilisé pour obtenir une rigidité artérielle segmentaire lorsque la 
pression artérielle diffère entre le point proximal et le point distal 162. 
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La rigidité carotidienne peut être déterminée directement à partir du rapport de la pression pulsée 
locale (mesurée par tonométrie d’applanation) et le changement relatif du diamètre (mesuré par 
échographie) 163, 164.  
La rigidité aortique peut être estimée indirectement à partir de l'index d'augmentation (AIx) 165. 
L’AIx reflète la rigidité artérielle systémique 166 et traduit l'augmentation supplémentaire de 
pression provoquée par l'onde de pression réfléchie à partir de la périphérie. Elle dépend de la 
rigidité artérielle et de l'intensité des réflexions, qui découlent à leur tour de la géométrie et du 
tonus vasomoteur du système artériel 165. L’AIx est déterminé à partir des ondes de pression 
carotidiennes ou radiales enregistrées par tonométrie d’applanation 165. 
L’indice vasculaire cœur-cheville (CAVI) est un indicateur de rigidité et d'artériosclérose des 
artères thoraciques, abdominales, iliaques communes, fémorales et tibiales 167, 168. L’indice CAVI 
n'est pas influencé par les changements de pression artérielle au cours de sa mesure et peut donc 
mieux refléter la rigidité vasculaire que la VOP 169. Cet index est obtenu en enregistrant la distance 
du niveau de la valve aortique (niveau brachial) au point de mesure (la cheville) et le délai entre la 
fermeture de la valve aortique à la modification détectée de l'onde de pression artérielle au point 
de consigne 168.  
La rigidité artérielle peut également être déterminée par d'autres paramètres et indice comme la 
distensibilité, liée au comportement mécanique de l'artère dans son ensemble et correspond à la 
relation entre la variation relative du diamètre du vaisseau pour un changement de pression donnée 
170; la compliance reflétant la relation entre la baisse de pression et la baisse de volume dans l'arbre 
artériel pendant la diastole 171; le module d'élasticité incrémental de Young correspondant au 
module d'élasticité par unité de surface et peut donner un aperçu du comportement mécanique de 
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la paroi 172et le module d'élasticité de Peterson correspondant au changement de pression requis 
pour un allongement de 100% à partir du diamètre de repos 173. 
En résumé, plusieurs paramètres ont donc été proposés pour mesurer la rigidité artérielle de façon 
non invasive. Parmi eux, la VOP est la plus utilisée en clinique. Cependant, cette mesure est 
influencée par la pression artérielle exercée sur la paroi artérielle et conséquent, elle n'est peut-être 
pas la plus appropriée pour évaluer la rigidité artérielle, en particulier pour les études impliquant 
des variations de la pression artérielle. D'autre part, le CAVI n'est pas influencé par la pression 
artérielle et peut donc mieux refléter la rigidité vasculaire. 
2 RIGIDITE ARTERIELLE ET CERVEAU  
2.1 Caractéristiques de la circulation cérébrale 
La circulation sanguine vers le cerveau est assurée par les artères carotidiennes et vertébrales 
internes. Les artères vertébrales donnent naissance à l'artère basilaire qui, avec la carotide interne 
et les artères communicantes, forment le cercle de Willis 174. Le cercle de Willis se divise 
davantage, donnant naissance aux artères cérébrales antérieure, moyenne et postérieure qui 
continuent ensuite à se ramifier en artères et artérioles plus petites 175. Les artérioles à la surface 
du cerveau se divisent en artérioles piales qui entourent la surface du cerveau, elles pénètrent 
ensuite dans le parenchyme cérébral en tant qu'artérioles pénétrantes ou parenchymateuses. Les 
artérioles parenchymateuses se ramifient en réseau de capillaires étendu avec une distribution de 
densité hétérogène qui dépend de la proximité du réseau aux cellules neuronales 176.  
Le cerveau, par son influence humorale et neurale sur le système cardio-vasculaire, contrôle la 
distribution du flux sanguin et, lorsque la perfusion cérébrale est menacée, redirige le flux  sanguin 
des autres régions vers la circulation cérébrale 177. L’autre mécanisme de régulation du flux 
sanguin, appelé autorégulation cérébrovasculaire, protège le cerveau contre les fluctuations 
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normales de la pression artérielle périphérique 178. Ainsi, les artères cérébrales se dilatent lorsque 
la pression artérielle baisse et se contractent lorsque la pression artérielle augmente 179. Ceci permet 
de maintenir une perfusion cérébrale stable malgré les changements de pression artérielle 
périphérique. Enfin, le cerveau régule le débit sanguin en fonction de l'activité fonctionnelle des 
différentes régions du cerveau par un mécanisme appelé hyperémie fonctionnelle ou couplage 
neurovasculaire, de sorte que lorsque l'activité d'une région du cerveau augmente, le flux vers cette 
région augmente également. Ce mécanisme contrôle l'apport du substrat et l'élimination des sous-
produits du métabolisme. En tant que tel, il est essentiel pour l'homéostasie du 
microenvironnement cérébral 180. 
2.1.1 Autorégulation 
Les artères cérébrales se dilatent lorsque la pression artérielle baisse et se contractent lorsque la 
pression artérielle augmente 179. En conséquence, le débit sanguin cérébral reste relativement 
constant sur une plage assez large de pression artérielle définie comme le plateau d’autorégulation 
(Figure 2). Les limites inférieure et supérieure du plateau chez les adultes ont été déterminées 
comme étant respectivement d'environ 50-60 mm Hg et 150-160 mm Hg. La limite inférieure de 
l'autorégulation fait référence au point auquel le débit sanguin cérébral commence à diminuer et 
non au point auquel les artères de la résistance cérébrale sont complètement dilatées. Les artères 
de résistance peuvent continuer à se dilater dans une certaine mesure, même après que la limite 
inférieure de l'autorégulation de débit sanguin cérébral ait été dépassée. Les réductions passives 
de diamètre se produisent seulement à de très bas niveaux de pression. Ainsi, la limite inférieure 
de la vasodilatation cérébrale ne correspond pas précisément à la limite inférieure de 
l'autorégulation. Les réductions de la pression sous la limite inférieure de l'autorégulation 
entraînent une hypoperfusion du cerveau. Dans une tentative de compenser les réductions du débit 
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sanguin cérébral, le coefficient d'extraction d’oxygène (O2) du sang augmente. Aucun symptôme 
clinique n'est observé jusqu'à ce que les réductions de pression dépassent la capacité 
d'augmentation de l'extraction d'O2 pour satisfaire les demandes métaboliques des tissus cérébraux 
181. Certaines pathologies peuvent altérer l'autorégulation du cerveau. Par exemple l'autorégulation 
est perdue dans l'AVC ischémique aigu, laissant le tissu cérébral survivant non protégé contre 
l'effet potentiellement néfaste des changements de pression artérielle. Dans l'hypertension 
chronique, les limites de l'autorégulation sont déplacées vers les pressions plus élevées 182. 
 
Figure 2: Mécanisme d’autorégulation cérébrale. La ligne continue représente le débit sanguin 







2.1.2 Couplage neurovasculaire 
Les différents types de cellules constituant l'unité neurovasculaire sont les neurones, les 
interneurones, les astrocytes, les cellules musculaires lisses vasculaires, les péricytes, et les cellules 
endothéliales (Figure 3) 180, 183. Ces cellules établissent un ensemble anatomique et fonctionnel 
aboutissant à un système de régulation du flux sanguin cérébral très efficace 184. 
2.1.2.1 Neurones 
Les neurones participent au couplage neurovasculaire en envoyant des signaux vers les cellules 
musculaires lisses vasculaires ou les astrocytes. Plusieurs molécules libérées des neurones tels que 
les neuropeptides, l’ATP, le NO ou les PGs peuvent mener à la vasoconstriction ou à la 
vasodilatation 185. L'un de ces mécanismes implique la PGE2, un métabolite de l'AA. Dans certains 
neurones excitateurs du cortex, la COX2 est exprimée de façon constitutive en particulier dans les 
arborisations dendritiques et les épines 186. En utilisant un inhibiteur spécifique de la COX2 et une 
souris dont le gène codant pour la COX2 a été délété, Niwa et al. 187, ont démontré que la COX2 
est impliquée dans la régulation du couplage neurovasculaire. Plus récemment, Lacroix et al., 188 
ont identifié la PGE2 comme produit de la COX2 impliqué dans la dilatation en réponse aux 
vibrisses chez la souris. Cet effet se fait par les récepteurs EP2 et EP4. Le NO dérivé de la nNOS 
peut agir directement sur les cellules musculaires lisses vasculaires, entraînant une 
hyperpolarisation et une relaxation. L'ATP et l'adénosine libérés lors de l'activité neuronale 
peuvent également agir directement sur les cellules musculaires lisses vasculaires entraînant une 
relaxation 189. Les neurones peuvent aussi communiquer avec les vaisseaux via les astrocytes, soit 
directement, soit par l’intermédiaire d’un interneurone, régulant ainsi le tonus vasculaire et l'apport 
sanguin dans la zone qui les entoure 185.  
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2.1.2.2 Astrocytes  
Les astrocytes sont idéalement placés entre les neurones et les microvaisseaux cérébraux pour 
traduire les informations sur le niveau d'activité et les besoins énergétiques des neurones aux 
cellules vasculaires 190. Ils sont impliqués dans le support neuronal et les interactions cellulaires 
au sein de l'unité neurovasculaire, où elles sont essentielles pour le maintien de la barrière hémato-
encéphalique et le couplage neurovasculaire (BHE) 191. Les neurones libèrent le glutamate et l'ATP 
qui agissent sur les récepteurs métabotropes du glutamate ou purinergiques P2YR sur les astrocytes 
afin d’initier l'augmentation du Ca2+ cytosolique. Cette élévation de Ca2+ initie des cascades de 
signalisation dans les astrocytes résultant en une libération d’ions et de molécules vasoactives à 
partir des pieds astrocytaires. Ces agents vasoactifs, principalement les ions K+ et les produits du 
métabolismes de l’AA tels les EETs et les prostaglandines de type E2 (PGE2) agissent ensuite sur 
les cellules musculaires lisses vasculaires 192, les péricytes 193 et les cellules endothéliales 194. La 
libération de ces vasomédiateurs peut conduire à une vasodilatation ou à une vasoconstriction. 
Cela signifie que les astrocytes sont capables de déterminer la vasodilatation ou la vasoconstriction 
en fonction non seulement de la voie de signalisation activée, mais également en fonction des 
informations neuronales et de l'environnement immédiat. Cela est dû au fait que plusieurs voies 
de signalisation sont impliquées dans le couplage neurovasculaire.  
Dans une situation d’hypoxie, la concentration de lactate augmente, ce qui inhibe les transporteurs 
de la PGE2 et l'accumulation de PGE2 qui en résulte favorise la vasodilatation. En revanche, 
lorsque la tension en O2 est élevée, la production de lactate par les neurones diminue, ce qui réduit 
la disponibilité de la PGE2 extracellulaire, favorisant ainsi la vasoconstriction 195, 196.  
Un autre mécanisme qui peut avoir un effet biphasique conduisant à une vasodilatation ou à une 
vasoconstriction est la concentration de K+ présente dans l’espace entre le pied astrocytaire et les 
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artérioles. Dans les pieds astrocytaires, les canaux BKCa induisent une majorité de la 
vasodilatation et la totalité de la vasoconstriction impliquant le K+ local extracellulaire comme 
signal vasoactif. L’augmentation de la concentration intracellulaire du Ca2+ dans les astrocytes 
cause une libération du K+ qui est proportionnelle à l’augmentation du Ca2+. Ainsi, une 
augmentation modeste de Ca2+ conduit à une faible augmentation de la concentration du K+ et 
cause une hyperpolarisation des cellules musculaires lisses vasculaires et donc une vasodilatation, 
alors qu’une augmentation plus importante provoque une dépolarisation, entraînant ainsi une 
vasoconstriction 197. 
2.1.2.3 Cellules musculaires lisses vasculaires  
Les cellules musculaires lisses vasculaires sont les principaux contributeurs au maintien du tonus 
basal, à la pression artérielle et à la distribution du flux sanguin. Elles présentent plusieurs 
mécanismes par lesquels elles régulent à la fois la vasodilatation et la vasoconstriction des 
vaisseaux sanguins cérébraux 198. 
Les ions et molécules vasoactifs libérés par les astrocytes et les neurones agissent sur les cellules 
musculaires lisses vasculaires et entraînent un changement de tonus vasculaire. Les EETs et une 
augmentation modérée de la concentration de K+ extracellulaire agissent sur les canaux 
potassiques des cellules musculaires lisses vasculaires, notamment les canaux BKCa et les canaux 
potassiques rectifiant rentrant (Kir), provoquant ainsi une dépolarisation et une contraction des 
cellules musculaires lisses. La PGE2, par ses récepteurs EP4, génère l’AMPc à partir de l’ATP 
intracellulaire, produisant également une hyperpolarisation et une relaxation. Les cellules 
vasculaires lisses peuvent aussi produire de l’acide 20-hydroxyéicosatétraénoïque (20-HETE), un 
puissant dépolarisant des muscles lisses vasculaires, entraînant une contraction vasculaire. Le NO 
libéré par les neurones ou les cellules endothéliales favorise la relaxation en se fixant sur la sGC 
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qui catalyse la conversion de la guanosine triphosphate (GTP) en GMPc 199. Le NO peut aussi 
bloquer la production de 20-HETE. L'adénosine libérée par les astrocytes agit sur les récepteurs 
A2B des cellules vasculaires lisses et bloque l'activation des canaux calciques, ce qui entraîne une 
hyperpolarisation et une relaxation des artères 200.  
2.1.2.4 Cellules endothéliales 
Les cellules endothéliales régulent le tonus vasculaire en libérant des facteurs vasoactifs en réponse 
à des signaux chimiques 201 ou des forces mécaniques, comme la force de cisaillement 34. Les 
composés vasoactifs, y compris l'ATP, l'adénosine diphosphate (ADP), l'uridine triphosphate 
(UTP), l'acétylcholine et la bradykinine, se lient à leurs récepteurs respectifs (purinergiques: P2XR 
et P2YR; muscarinique: M3R; bradykinine : B2R) dans les cellules endothéliales. Les cellules 
endothéliales libèrent alors des substances vasoactives comme le NO, des métabolites de l’AA 
comme la PGI2 et les EETs. Ces agents vasoactifs agissent sur les cellules musculaires lisses 
vasculaires entraînant ainsi une hyperpolarisation et, conséquemment, une vasorelaxation 189. 
L'endothélium libère aussi des substances vasoconstrictrices comme l’ET-1 et la TXA2 185. 
2.1.2.5 Péricytes 
Les péricytes sont des cellules arrondies et isolées en contact étroit avec les cellules endothéliales. 
Les péricytes possèdent des protéines contractiles et, étant juxtaposés aux capillaires cérébraux, 
ils sont capables de contrôler le diamètre capillaire et probablement de moduler le flux sanguin en 
réponse à l'activité neuronale 202. Ce rôle a été contredit par une étude qui a démontré que les 
péricytes des capillaires ne sont pas contractiles et que la régulation du débit sanguin cérébral dans 
des conditions physiologiques et pathologiques était assurée par les cellules musculaires lisses 
vasculaires artériolaires 203. Cependant, dans ces deux études, les cellules contractiles sont 
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identiques et les divergences des résultats sont dues au fait que, dans la dernière étude, ces cellules 
ont été classées comme des cellules musculaires lisses de manière non conventionnelle au lieu 
d’être classés comme des péricytes 204 selon la définition de Zimmerman 205. En réalité les deux 
études arrivent à la même conclusion 204. 
 
Figure 3: Composantes de l'unité neurovasculaire 
La circulation cérébrale est donc caractérisée par la capacité du cerveau à réguler le flux sanguin 
cérébral de façon à rediriger le sang dans les régions du cerveau en besoin et à maintenir une 
perfusion cérébrale constante, protégeant ainsi le cerveau contre les changements de la pression 
artérielle périphérique. Également, le débit sanguin et donc l'apport de nutriments et l'élimination 
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des sous-produits du métabolisme, est régulé en fonction de l'activité fonctionnelle des différentes 
régions du cerveau.  
2.2 Effets de la rigidité artérielle sur le cerveau 
Après les artères, les artérioles permettent la distribution de l'O2 et du sang à travers un flux 
constant au sein d’organes tels que le cerveau, le cœur et le rein 206. La rigidité artérielle entraîne 
une augmentation de la pression pulsatile au niveau du cerveau, ce qui peut endommager les petits 
vaisseaux 207-210. Le cerveau est plus vulnérable à cette augmentation de pression qui permet à la 
charge pulsatile de pénétrer profondément dans son lit microvasculaire qui est caractérisé par une 
faible impédance 208-210. Les altérations microvasculaires jouent un rôle important dans les lésions 
associées au vieillissement dans les organes cibles comme le cerveau 208. En effet, la 
microcirculation permet la livraison de l'O2 et des nutriments aux tissus, et l'élimination des 
déchets et du dioxyde de carbone. Par conséquent, la survie cellulaire dépend de la perfusion 
microvasculaire adéquate 211. Dans le cerveau, les lésions microvasculaires peuvent se manifester 
par des hyperintensités de la substance blanche, des microsaignements cérébraux et des infarctus 
lacunaires 212 qui peuvent finalement entraîner des troubles cognitifs, y compris la démence 213. 
Les études épidémiologiques ont montré une association entre la rigidité artérielle et le déclin 
cognitif, les infarctus lacunaires et la maladie des petits vaisseaux cérébraux 214. 
2.2.1 Rigidité artérielle et maladie des microvaisseaux 
Bien qu’autrefois considérée comme inoffensive, la maladie des microvaisseaux cérébraux est 
maintenant considérée comme le facteur vasculaire le plus important contribuant à la démence 215. 
Elle est caractérisée par des altérations des plus petits vaisseaux sanguins cérébraux comprenant 
les artérioles, les capillaires et les veinules 216. Les études épidémiologiques ont établi une 
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corrélation positive entre la rigidité artérielle et la maladie des petits vaisseaux 217. Ces études 
suggèrent fortement que la corrélation est aussi forte que celle entre la rigidité artérielle et 
l'athérosclérose 218. Le mécanisme impliquerait un dysfonctionnement endothélial vasculaire 
causant une défaillance de la de BHE 217. Dans un modèle de rigidité artérielle, il a été démontré 
qu’une augmentation de la rigidité de la carotide se traduit par une augmentation de la pulsatilité 
sanguine dans les vaisseaux cérébraux et de la production de ROS au cerveau 207. Les radicaux 
libres diminuent la demie-vie du NO ce qui pourrait altérer la fonction endothéliale cérébrale 219-
221. De par le rôle important joué par l’endothélium dans la régulation du débit sanguin cérébral, 
la perturbation de la fonction endothéliale pourrait entraîner des lésions cérébrales résultant de 
l’hypoperfusion cérébrale chronique 222, l’hypométabolisme progressif 223, l'inflammation 
chronique et l’augmentation de la perméabilité de la BHE 224. En outre, les lésions de la BHE ou 
la progression des changements artérioscléreux peuvent entraîner des lésions cérébrales 
parenchymateuses 225. 
2.2.2 Rigidité artérielle et accident vasculaire cérébral (AVC) 
L'AVC survient lorsque le flux sanguin vers une partie du cerveau est interrompu. La première 
étude sur la rigidité artérielle chez les patients ayant subi un AVC a évalué la rigidité vasculaire 
en calculant l'indice β. L'indice β aortique était significativement plus élevé chez les patients ayant 
subi un AVC que chez les témoins, ce qui indique que la rigidité aortique était associée à l'AVC 
226. Plus tard, des études cas-témoins ont confirmé qu'une plus grande rigidité artérielle était 
fréquente chez les patients ayant subi un AVC 227, 228. D’autres études aussi ont démontré une 
association entre la rigidité artérielle 229, (cfVOP et cAIx) 230 et l’AVC suggérant que la rigidité 
aortique est un prédicteur indépendant de l’AVC. L’augmentation de la pression pulsée induit un 
remodelage artériel, augmente l'épaisseur de la paroi, favorise le développement de la plaque et de 
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l'athérosclérose, et éventuellement conduit à la rupture ou à l'ulcération des plaques 
athérosclérotiques 213. Enfin, la thromboembolie consécutive à la rupture de la plaque peut 
augmenter le risque d'AVC 229.   
2.2.3 Rigidité artérielle et fonctions cognitives 
Le vieillissement normal est associé à une augmentation marquée de la rigidité des artères centrales 
du corps causée par les changements dans la structure et la fonction artérielle  231-233. La rigidité 
artérielle expose la vascularisation cérébrale aux forces potentiellement dommageables du pouls 
artériel augmenté 209. Bien que la rigidité artérielle soit un déterminant établi de la condition 
cardiovasculaire 231, 234, elle se définit maintenant comme un prédicteur du déclin des fonctions 
cognitives notamment la mémoire, les fonctions exécutives et la vitesse de traitement 235, 236 ainsi 
que de la démence 237.  
Chez les personnes âgées, plusieurs études ont associé la rigidité et la calcification artérielles à des 
lésions cérébrales structurelles et à des performances cognitives plus faibles 238-242. De plus, chez 
les personnes âgées, la rigidité artérielle augmente le risque d’évolution de la déficience cognitive 
légère à la démence 243. Alors que la plupart des études portant sur la structure et la fonction 
cérébrales ont été faites sur des cohortes de personnes âgées, l’étude Framingham a examiné 
l'association entre la rigidité aortique et les premiers signes de vieillissement cérébral chez les 
jeunes adultes. Cette étude a rapporté une association entre la rigidité aortique et des lésions 
vasculaires cérébrales subcliniques bien que le déficit cognitif ne soit manifeste qu'à la 
quarantaine. Les résultats de cette étude mettent en évidence la possibilité que la rigidité artérielle, 
causant des lésions cérébrales initiales à la structure cérébrale, puisse commencer dès l'âge adulte, 
avant la manifestation du déclin cognitif et de la détérioration progressive plus tard dans la vie 244. 
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Certaines divergences entre les études ont émergé en raison des différents devis expérimentaux 
(transversaux/ longitudinaux), et de l’hétérogénéité des populations cibles et des outils 
d’évaluation des fonctions cognitives 245. Par exemple, le Mini-Mental State Examination 
(MMSE), un test couramment utilisé comme instrument de dépistage de la démence, évalue l'état 
mental général de façon non spécifique mais n’est pas sensible à la déficience cognitive légère 246. 
Par contre d’autres tests comme le Blessed IMC (Blessed Information-Memory-Concentration), le 
Montreal Cognitive Assessment (MoCA) et l’Addenbrooke's Cognitive Examination–Revised 
(ACE-R) sont plus sensibles et spécifiques à la déficience cognitive légère et seraient plus 
appropriés pour le dépistage d'altérations subtiles de la fonction cognitive 235, 247, 248. Cependant, la 
littérature s’accorde sur le lien entre la rigidité artérielle et les différents domaines de la cognition 
comme les fonctions exécutives, la vitesse de traitement ainsi que les mémoires épisodique, 
visuelle et spatiale 245, 249. 
Les mécanismes proposés relèvent d’association entre la rigidité artérielle élevée et une 
augmentation de la pulsatilité sanguine en aval, un remodelage microvasculaire cérébral, des 
lésions de la matière blanche, une diminution du volume de la matière grise et du cerveau 238, 240-
242. Une forte pulsatilité du flux artériel intracrânien entraîne un remodelage cérébrovasculaire et 
altère les fonctions cérébrovasculaires et de l'hippocampe 250, 251 ce qui contribue au déclin cognitif 
252, 253. Ainsi, un flux très pulsatile peut induire le rétrécissement du système vasculaire cérébral, 
empêchant ainsi la livraison de substrats énergétiques et de nutriments aux cellules cérébrales 
actives. L'hypoperfusion chronique qui en résulte peut aussi directement causer des lésions dans 
la substance blanche cérébrale ou permettre l'accumulation de sous-produits métaboliques toxiques 
dans le cerveau et les vaisseaux sanguins 254. Les individus présentant un dysfonctionnement 
cognitif précoce développent des dommages capillaires cérébraux et une dégradation de la BHE 
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dans l'hippocampe, indépendamment des modifications du biomarqueur Aβ et/ou tau de la maladie 
d'Alzheimer, suggérant que la dégradation de la BHE est un biomarqueur précoce du 
dysfonctionnement cognitif humain indépendant de l'Aβ 255. La perturbation de la BHE est 
exacerbée par la pénétration accrue des ondes de pression pulsatiles dans la microcirculation 
cérébrale, résultant d’une rigidité artérielle périphérique accrue 256, 257. Un autre mécanisme 
impliqué dans la déficience cognitive est la neuroinflammation caractérisée par l'activation de la 
microglie en réponse aux constituants plasmatiques pénétrant dans le cerveau 258. En effet, la 
rupture de la BHE permet aux toxines, protéases ou autres substances présentes dans le sang de 
pénétrer dans l'espace interstitiel du cerveau et de causer des lésions au niveau des neurones et des 
cellules gliales environnantes 259.  
L’hypertension artérielle est étroitement liée à la rigidité artérielle. Toutefois, il a été suggéré que 
les médicaments antihypertenseurs réduisant plus efficacement la rigidité vasculaire sont plus 
susceptibles de retarder la survenue de troubles cognitifs 245, 260, 261. Les médicaments tels que les 
antagonistes des récepteurs de l'angiotensine AT1, les inhibiteurs de l'enzyme de conversion de 
l'angiotensine, les inhibiteurs des canaux calciques et les diurétiques, ont permis de réduire le 
risque de démence et le déclin cognitif dans plusieurs études 262-265. La réduction de risque de 
démence et du déclin cognitif dépend de la durée du traitement antihypertenseur 266. De plus, une 
intervention précoce contre l'hypertension même au stade de pré-hypertension, peut être bénéfique 
pour la protection contre le dysfonctionnement cognitif et le développement de la démence plus 
tard dans la vie 267, 268. Cependant, malgré les nombreuses données épidémiologiques et 
mécanistiques établissant un lien entre l'hypertension et les troubles cognitifs, les résultats 
contradictoires de certaines études ont remis en question l'efficacité des antihypertenseurs dans la 
prévention du déclin cognitif et la démence. Ceci résulte de différentes méthodologies utilisées 
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dans ces études notamment l’hétérogénéité des populations cibles, la classe d’antihypertenseurs 
utilisés, la durée des études, le niveau de réduction de la pression artérielle ou la prise en compte 
d’autres paramètres associés à l'hypertension qui pourraient avoir biaisé ces résultats 261. Même si 
certaines classes d’antihypertenseurs réduisent la rigidité artérielle, ils ne peuvent pas la 
normaliser. Également, la plupart des antihypertenseurs qui réduisent la rigidité artérielle agissent 
en diminuant la résistance périphérique plutôt qu'en réparant les dommages structurels qui 
entraînent la rigidité artérielle 245. Les antihypertenseurs réduisant la pression artérielle sans 
corriger la rigidité artérielle n’auraient donc pas  d’impact sur la prévention du déclin cognitif et 
la démence 261. Les statines utilisées dans le traitement de la rigidité artérielle pourraient également 
avoir un effet sur les fonctions cognitives mais ce sujet reste controversé 269. 
La rigidité artérielle entraîne donc une augmentation de la pulsatilité du flux sanguin au niveau du 
cerveau avec comme conséquence un dysfonctionnement endothélial et une augmentation de la 
perméabilité de la BHE pouvant conduire au déclin cognitif. 
3 MODÈLES ANIMAUX DE RIGIDITÉ ARTÉRIELLE  
Les modèles animaux utilisés pour l’étude de la rigidité artérielle se divisent en deux catégories: 
les modèles où la rigidité vasculaire est induite par les moyens génétiques, chimiques ou 
chirurgicaux; et ceux où la rigidité est secondaire à d'autres conditions, telles que le vieillissement, 
l’athérosclérose ou l’hypertension 270. 
3.1 Modèles spontanés  
Les changements physiologiques de la paroi vasculaire sont dynamiques et se produisent tout au 
long de la vie 88, 89.  De nombreuses altérations structurelles et mécaniques ont été observées dans 
le système vasculaire âgé, y compris une augmentation de l'épaisseur de l'intima-média qui 
augmente de deux à trois fois entre 20 et 90 ans au niveau de l'artère carotide chez l’homme. 
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L'épaississement subclinique de l’intima-média est fortement associé au vieillissement et est 
également un prédicteur d'événements cardiovasculaires futurs 11, 97. À ces altérations structurelles, 
sont associés des changements mécaniques caractérisés par une réduction de la compliance, une 
élasticité / distensibilité réduite et une rigidité accrue 11, 97.  
L’un des modèles utilisés est le modèle du rat âgé. Ce modèle présente certains avantages, tels 
qu'une petite taille (la quantité de médicament candidat disponible pour les tests sur les animaux 
étant plus souvent limitée) et une durée de vie relativement courte. Cependant, comme la majorité 
des mammifères, le rat ne présente pas de pathologie cardiovasculaire liée à l'âge, peut-être parce 
qu'il n'est pas exposé à des facteurs de risque cardiovasculaire tels que le tabagisme ou 
l'hypertension artérielle 270.  
Un autre modèle est celui du rat spontanément hypertendu (SHR). C’est le modèle animal le plus 
largement utilisé pour étudier l'hypertension essentielle et l'hypertrophie ventriculaire gauche 271. 
Il est caractérisé par une apparition des lésions vasculaires et cérébrales. L’augmentation de la 
pression artérielle entraîne une atrophie cérébrale, une perte de cellules nerveuses et une réaction 
des cellules gliale. Ces lésions cérébrales sont aussi observées dans l’hypertension chez l'homme 
272. 
En effet, l’hypertension est associée aux changements fonctionnels, structuraux et mécaniques 
dans les artères qui ressemblent étroitement aux altérations vasculaires liées au vieillissement. Ces 
changements comprennent la dysfonction endothéliale, le remodelage vasculaire, l'inflammation, 
la calcification et l’augmentation de la rigidité. Les changements artériels chez les jeunes patients 
hypertendus ressemblent à ceux observés chez les personnes âgées normotendues. L'hypertension 
accélère le remodelage et le dysfonctionnement vasculaire liés à l'âge, et le vieillissement peut 
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avoir un impact sur la gravité des lésions vasculaires dans l'hypertension, indiquant des interactions 
étroites entre l'élévation de la pression artérielle et le vieillissement biologique 13.  
3.2 Modèles chirurgicaux 
La rigidité artérielle peut être induite chirurgicalement par l’ischémie, par le remplacement d’une 
partie de l’artère par un tube rigide ou par l’application topique du chlorure de Ca2+ (CaCl2) sur 
l’artère. L’ischémie peut reproduire les conditions des pathologies cardiovasculaires liées à l'âge 
telles que l'infarctus du myocarde et l'AVC 270. La procédure consiste à induire une interruption de 
la circulation des vasa vasorum irriguant les cellules musculaires de la paroi aortique ce qui produit 
une dégénérescence de l’adventice, une réduction de la conductance médiale, une altération des 
fibres d’élastine et de collagène et enfin, une augmentation de la rigidité artérielle 273.  
La rigidité peut également être induite en remplaçant une partie d’une artère par un tube rigide. Le 
remplacement de l’aorte par un tube rigide entraîne une augmentation de la pression artérielle 
pulsée avec un changement minime de la pression et du débit moyen 274.  
Il existe aussi un modèle qui augmente la pression pulsée, le modèle murin de coarctation de l’aorte 
transversale. Il consiste à isoler l'aorte transversale entre le tronc et les artères carotides droite et 
gauche par une ligature entre les deux artères carotides, ce qui entraîne une augmentation de la 
pression artérielle. L’hypertension qui en résulte entraîne une rupture de la BHE, une astrogliose, 
une augmentation du stress oxydatif et une inflammation. En outre, la rupture de la BHE est 
principalement localisée dans des régions cérébrales contrôlant les fonctions cognitives, telles que 
le cortex et l'hippocampe, et pourrait être à l’origine des troubles cognitifs 275. Dans ce même 
modèle, l’altération de la perméabilité de la BHE entraîne le dépôt de Aβ dans le cerveau 276. 
L’équipe de la Dr Girouard a développé un modèle de calcification de l’artère carotide. Ce modèle 
consiste en une application topique de CaCl2 stérile sur la carotide, l'artère est isolée et une 
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compresse stérile trempée dans du CaCl2 est placée directement sur l'artère pendant 20 minutes. 
La compresse est ensuite retirée et les tissus sont refermés. Les animaux témoins sont soumis à la 
même procédure chirurgicale, mais reçoivent une compresse trempée dans une solution saline 
stérile. Chez les souris C57BL6 âgées de 10 à 12 semaines au moment de la chirurgie, l'application 
de CaCl2 sur l’artère carotide conduit au développement de dépôts de Ca
2+ sur cette artère, à un 
épaississement des couches intima-média avec un dépôt accru de collagène, à une fragmentation 
de l'élastine et à une infiltration de macrophages dans la carotide calcifiée 2 semaines après 
l'application de CaCl2. On observe aussi une diminution de la compliance de la carotide 
accompagnée d’une augmentation de l’indice β. Tous ces changements surviennent sans modifier 
la pression artérielle systolique ou le rayon de la carotide. Contrairement aux autres modèles 
chirurgicaux dont la manipulation chirurgicale affecte directement la santé du cerveau en causant 
une ischémie, ce modèle permet d’étudier spécifiquement les effets de la rigidité artérielle sur le 
cerveau 207.   
3.3 Modèles génétiques 
Plusieurs modèles murins avec une délétion des gènes qui régulent la formation osseuse ont 
conduit à de nouvelles perspectives sur la pathogenèse de la calcification artérielle. Un de ces 
modèles est le modèle dont le gène codant pour la protéine gla de la matrice (MGP) a été délété. 
La MGP joue un rôle important dans la prévention de la calcification artérielle. Elle possède des 
résidus d'acide gamma-carboxyglutamique (Gla), qui se lient à l'hydroxyapatite, produisant une 
couche protéique qui inhibe la minéralisation ultérieure 277.  
Les souris dont le gène codant pour l’ostéoprotégérine a été délété développent une calcification 
médiale et subintimale dans l'aorte et les artères rénales 278.  
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Un autre modèle est le modèle du syndrome de Marfan avec une mutation hypomorphique 
homozygote du gène de la fibrilline-1, composante structurelle majeur des microfibrilles. Dans ce 
modèle, les souris développent une calcification médiale mais qui est limitée aux lamelles des 
artères élastiques 279.  
Il existe aussi le modèle des souris déficientes en gène Klotho qui développent également une 
calcification ectopique dans les artères et les artérioles, ainsi que dans le parenchyme de plusieurs 
organes 280. La protéine Klotho est une protéine transmembranaire qui joue un rôle clé dans le 
métabolisme cellulaire et l'homéostasie corporelle et elle a été associée à des maladies liées au 
vieillissement 281.  
Les souris avec une délétion du gène codant pour l’ApoE développent également une calcification 
de l'aorte et des artères coronaires 282  et une athérosclérose 283. Les souris dépourvues du gène de 
l'isoenzyme II de l'anhydrase carbonique développent une calcification vasculaire des petites 
artères et des artérioles dans un certain nombre d'organes 284. Comme ces gènes ne sont pas 
spécifiques aux vaisseaux sanguins et se retrouvent dans d’autres cellules ou matrice du cerveau 
285-290, ces modèles ne sont pas compatibles avec une étude des effets de la rigidité artérielle sur la 
santé du cerveau.  
Un autre modèle concerne le gène de l’élastine chez la souris. Dans ce modèle, le gène codant pour 
l’élastine est modifié et les souris hétérozygote (Eln +/-) sont utilisées. Les souris Eln +/- ont une 
teneur deux fois plus faible en élastine mais ont une durée de vie normale, bien que leurs vaisseaux 
soient plus étroits 291. Les souris Eln +/- développent une rigidité des artères élastiques 291-294 avec 
une augmentation du nombre de lamelles élastiques 291 et de la pression artérielle 293. Au niveau 
du cerveau, on observe une altération de la fonction de dilatation dépendante de l’endothélium 294 
ainsi qu’une exacerbation de la vasoconstriction dépendante de l'Ang II 295 dues à une réduction 
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de la biodisponibilité du NO et une augmentation du stress oxydatif et de l’inflammation 294, 295. 
Cela se traduit par une baisse de la perfusion cérébrale 296. Cependant, la pression artérielle élevée 
peut être considérée comme un facteur confondant 294. 
3.4 Modèles chimiques 
La rigidité artérielle similaire à celle observée chez l'homme peut être produite par 
l'hypervitaminose D, seule ou en association avec la nicotine ou le cholestérol 270. Des niveaux 
toxiques de vitamine D induisent une calcification artérielle, ce qui peut impliquer la stimulation 
de vésicules matricielles qui agissent alors comme des sites de nucléation minéraux 297. L'effet de 
la nicotine a été associé à sa capacité à libérer des catécholamines ou à son effet vasoconstricteur 
direct sur les artères 298. La combinaison de la vitamine D et du traitement à la nicotine chez le rat 
entraîne une augmentation de la teneur en Ca2+ de l'aorte qui s'accompagne d'une hypertension 
systolique et d'une augmentation de la rigidité de la paroi aortique 108, 299. Le dépôt de Ca2+ sur les 
lamelles élastiques conduit à la fragmentation des fibres élastiques avec une perte de compliance 
artérielle 300. On peut aussi induire la calcification et la fragmentation de la fibre élastique par 
l’inhibition de l’activation de la protéine MGP en traitant des rats avec de la warfarine 301. La 
warfarine inhibe l'enzyme γ-glutamate carboxylase dépendante de la vitamine K (VK) discutée à 
la section 6, empêchant ainsi la formation de résidus d'acides carboxyglutamiques qui se lient aux 
ions et empêchent ainsi la précipitation du phosphate de Ca2+ 301, 302. Par conséquent, la MGP qui 
est synthétisée en présence de warfarine est inactive en raison de l'absence de la carboxylation 300. 
Ainsi, dans le modèle de warfarine/VK, on note une calcification de l’aorte, une diminution de la 
teneur en élastine ainsi qu’une augmentation de la vitesse de l'onde de pouls et la pulsatilité de la 
pression 301. Cependant, ces modèles ne peuvent être utilisés pour étudier les effets de la rigidité 
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artérielle sur le cerveau puisque les molécules qui induisent la rigidité peuvent agir directement 
sur le cerveau 303-309.  
Il existe donc plusieurs modèles pour étudier la rigidité artérielle. Dans ces modèles la rigidité 
vasculaire survient suite à d'autres conditions telles que l’athérosclérose ou l’hypertension ou elle 
est induite par les moyens génétiques, chimiques ou chirurgicaux. Contrairement à la plupart de 
ces modèles qui présentent des facteurs confondants comme l`hypertension ou l’ischémie, le 
modèle de calcification de la carotide permet d’étudier spécifiquement les effets de la rigidité 
artérielle sur le cerveau. 
4 RIGIDITÉ ARTÉRIELLE ET DIFFÉRENCES SEXUELLES 
4.1 En périphérie 
Avant la ménopause, les femmes présentent moins de risques de mortalité liée aux maladies 
cardiovasculaires, alors qu’après la ménopause, le risque est accru par rapport aux hommes 310. 
Plusieurs études suggèrent des différences sexuelles en regard de la rigidité artérielle 311 et les 
femmes ménopausées présentent, plus particulièrement, une plus grande rigidité artérielle que les 
hommes 312. Bien qu’il ait été imaginé que la petite taille de l’aorte chez les femmes pourrait 
affecter l’interprétation des résultats de ces études, les différences persistent malgré l'ajustement 
de la taille de l'aorte, suggérant des différences intrinsèques entre les hommes et les femmes, dans 
les propriétés aortiques proximales312. Ces différences sexuelles sont associées aux effets 
protecteurs des hormones sexuelles telles que les œstrogènes sur le système cardiovasculaire 
impliqués dans la régulation de la compliance des artères 311, 313. Il a été démontré que la rigidité 
artérielle est associée aux périodes de transition hormonale chez la femme, comme avant et après 
la puberté ou tout au long du cycle menstruel. En effet, avant la puberté, les filles tendent à 
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démontrer une rigidité artérielle plus élevée que les garçons du même âge. Après la puberté, la 
rigidité diminue et devient plus faible chez les filles que chez les garçons 314. En outre, la rigidité 
varie pendant le cycle menstruel et il a été démontré que l'utilisation de contraceptifs oraux chez 
les femmes en âge de procréer était associée à une plus grande rigidité artérielle 315 ce qui corrobore 
l'hypothèse que la suppression des hormones sexuelles endogènes féminines pourrait avoir un effet 
sur la santé artérielle et la compliance 312.  La rigidité artérielle augmente aussi après la ménopause 
316, 317, mais elle peut être améliorée par l'hormonothérapie 318. L’hormonothérapie améliore aussi 
la compliance 319 mais elle se détériore à nouveau après le retrait du traitement 320. 
En effet, les récepteurs des œstrogènes (ER), de la progestérone et de la testostérone ont été 
identifiés dans les vaisseaux sanguins où ils semblent provoquer une stimulation des mécanismes 
de relaxation vasculaire dépendants de l'endothélium et l'inhibition des mécanismes de contraction 
des muscles lisses vasculaires. Ces actions potentielles peuvent contribuer aux différences 
associées au sexe en regard du tonus vasculaire 321.  
Les œstrogènes affectent directement le remodelage de la paroi vasculaire en augmentant la 
production d'élastine et en diminuant le dépôt de collagène dans les artères humaines 322. Chez les 
femmes avant la ménopause, la production du NO est plus importante que chez les hommes 323, et 
les effets vasodilatateurs de l'œstrogène dépendants de l'endothélium et produits par le NO 
diffèrent entre les hommes et les femmes 324. Les œstrogènes entraînent une relaxation artérielle 
en augmentant la production de NO en agissant sur les récepteurs ER localisés dans les cavéoles 
de la membrane plasmique des cellules endothéliales 325. Plus précisément, l’œstradiol (E2) 
augmente la biodisponibilité du NO par l'activation de la voie phosphatidylinositol 3-kinase 
(PI3K)-protéine kinase B (Akt)-eNOS 326. Les œstrogènes peuvent aussi augmenter la disponibilité 
du NO en diminuant la concentration d'anion superoxyde (O2.
-) 321. Le NO conduit à l'activation 
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de la voie de la cGMP dans les cellules musculaires lisses vasculaires puis à l’activation des canaux 
K+ menant ainsi à une hyperpolarisation des cellules et donc à leur relaxation 327, 328 et à une 
diminution de l'influx de Ca2+  329. L’E2 réduit également les facteurs de constriction comme l'ET 
et augmente la production de facteurs relaxants dérivés de l'endothélium tels que la PGI2 et les 
facteurs hyperpolarisants dérivés de l'endothélium (EDHF) 330, impliqués dans la relaxation 
vasculaire dans les artères de résistance 321. L’E2 inhibe aussi le système rénine-angiotensine en 
réduisant la transcription de l'enzyme de conversion de l’angiotensine 331 et prévient le 
développement de l'hypertension 332. Cependant, l’E2 peut aussi entraîner une relaxation des 
artères dénudées d'endothélium 330. Les effets directs des œstrogènes sur la fonction endothéliale 
et des cellules musculaires lisses vasculaires ainsi que sur la rigidité artérielle pourraient 
partiellement expliquer l'hémodynamique favorable des femmes avant la ménopause et les effets 
hémodynamiques indésirables qui suivent souvent la ménopause 312.   
En ce qui concerne la progestérone, certaines études ont montré des effets bénéfiques de cette 
hormone semblables à ceux des œstrogènes 333, 334 comme la diminution des lipoprotéines de basse 
densité et l’augmentation des lipoprotéines de haute densité 335. Cependant, chez les souris 
ovariectomisées, l’action de la progestérone est associée à des effets négatifs sur le système 
cardiovasculaire notamment l’inhibition de l’effet antioxydant de l’E2, l’augmentation de l'activité 
de la NADPH oxydase et la production de ROS 336. Les effets de la progestérone sur le système 
vasculaire restent encore méconnus 333.  
Quant à la testostérone, les études épidémiologiques ont montré qu'il existe une forte prévalence 
de faibles niveaux de testostérone chez les hommes atteints de coronaropathie, et que cette 
association existe quel que soit l'âge du patient 337. Les études chez l'homme et chez l'animal ont 
rapporté qu’elle peut jouer un rôle important dans la régulation des fonctions vasculaires in vivo 
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et in vitro 338-340, en induisant une vasorelaxation rapide du muscle lisse vasculaire 341. Elle a 
également des effets protecteurs sur le système cardiovasculaire 340. Dans les études in vitro, 
l’action vasorelaxante de la testostérone est principalement indépendante de l’endothélium mais 
est associée à une diminution de la probabilité d’ouverture des canaux calciques 342 et à une 
activation des canaux K+ membranaires des cellules musculaires lisses  343. La testostérone stimule 
également la production de NO par la nNOS, qui à son tour induit la formation de cGMP et une 
vasorelaxation 344 et stimule aussi la production d'AMPc 345. . La testostérone diminue aussi 
l'expression de la molécule d'adhésion vasculaire (VCAM)-1 dans les cellules endothéliales, une 
des étapes précoces de l’athérogenèse 346; et favorise la prolifération des cellules endothéliales en 
culture 347. Chez l’homme, le traitement à la testostérone réduit les taux sériques des cytokines 
pro-inflammatoires IL-1β et le facteur de nécrose tumorale (TNF)-α, et augmente les taux des 
cytokines anti-inflammatoires IL-10. Il réduit également le cholestérol 348. Enfin, la téstosterone 
induit une vasodilatation et améliore la vasoréactivité chez les hommes atteints de maladie 
coronarienne 338, 349. Cependant, dans les études interventionnelles, le traitement par testostérone 
à dose physiologique n’a pas montré d’effet significatif sur la pression artérielle 350, 351 alors que 
les stéroïdes anabolisants élèvent la pression artérielle 352, 353. 
Chez l’homme, un état déficitaire en estrogènes soit par une mutation du gène de l’aromatase ou 
du récepteur aux estrogènes était associé à une insulino-résistance, des taux de cholestérol, LDL 
et TG élevés ainsi que d’HDL abaissés 354. Ces anomalies étaient corrigées par l’administration 
d’estrogènes par voie orale ou transdermique 355. De plus, une administration aiguë d’estrogènes 
chez l’homme améliore la fonction cardiaque systolique et diminue les résistances vasculaires 356.  
Les hormones sexuelles et de façon plus importante, les estrogènes, exercent donc une action 
bénéfique sur la structure et la fonction vasculaires. La diminution drastique d’estrogènes à la 
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ménopause pourrait donc expliquer le dysfonctionnement vasculaire et les différences sexuelles 
dans le fonctionnement vasculaire après la ménopause. 
4.2 Au cerveau 
Au niveau du cerveau, de nombreuses maladies neurologiques présentent des différences 
sexuelles, concernant notamment la gravité de la neuropathologie 357, l'incidence 358 et les facteurs 
de risque 359. Dans la maladie d’Alzheimer par exemple, les études épidémiologiques montrent 
qu’elle est plus fréquente chez les femmes que chez les hommes en contrôlant pour l’âge. Il a été 
supposé que la susceptibilité des femmes pour la maladie d’Alzheimer était causée par le déclin 
prononcé estrogènes ovariens après la ménopause. Cependant, des études récentes dans des 
modèles expérimentaux et chez l’humain démontrent que le risque est plutôt associé à une 
diminution de l’estrogène dérivé du cerveau 360,361. En effet, même si la plus grande partie des 
œstrogènes circulants chez les femmes préménopausées est produite par les ovaires et par le 
placenta pendant la grossesse, les œstrogènes sont également produits en petites quantités par 
plusieurs tissus périphériques tels que le foie, la glande surrénale, les glandes mammaires, le tissu 
adipeux et le cerveau 362, 363. L'E2 peut être produit à partir de la testostérone circulante par 
l'aromatase (œstrogène synthase) locale, enzyme responsable d'une étape clé de la biosynthèse des 
œstrogènes, ou être synthétisé de novo à partir du cholestérol, par les neurones ou les astrocytes 
364-369. Il est important de noter que le neurone est le principal site de synthèse d'E2 dans le cerveau. 
Dans les conditions physiologiques normales, seulement quelques astrocytes dans le cerveau 
expriment l'aromatase tandis qu’elle augmente dans les astrocytes réactifs en raison de diverses 
lésions cérébrales 370. Chez les souris femelles transgéniques portant une délétion du gène de 
l'aromatase, une occlusion de l'artère cérébrale moyenne a provoqué une lésion ischémique 
significativement plus importante comparée aux témoins intacts. L’administration du 17β-estradiol 
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(17β-E2) plasmatique à des niveaux physiologiques a complètement inversé la sensibilité des 
femelles transgéniques. Également, la lésion ischémique était moins importante chez les souris 
ovariectomisées comparées aux souris transgéniques, suggérant un rôle essentiel de l'estradiol 
local extragonadal chez les femelles 371. Le cerveau produit donc ses propres œstrogènes tandis 
que les œstrogènes circulants et les précurseurs stéroïdiens C19 (substrat pour la synthèse des 
œstrogènes) peuvent également traverser la BHE et fournir les substrats essentiels pour la synthèse 
des œstrogènes dans le système nerveux central 372. Dans la période précédant la ménopause et 
durant celle-ci, la  production des œstrogènes baisse à cause de l'épuisement des follicules ovariens 
entraînant  une insuffisance des gonadotrophines (hormone folliculo-stimulante, FSH et hormone 
lutéinisante; LH), 373 pouvant maintenir les taux élevés des œstrogènes circulants. Avec 
l'élimination des œstrogènes ovariens à la ménopause, la production extra-ovarienne d'œstrogènes 
devient prédominante, et le principal estrogène plasmatique pendant cette période est l'estrone, un 
œstrogène moins puissant que le 17β-E2 374. Chez les femmes ménopausées, la synthèse et 
l'activité locale des œstrogènes cérébraux deviennent plus indépendantes des œstrogènes 
circulants. Il a été montré que les femmes atteintes de la maladie d’Alzheimer présentent une 
activité plus faible de l'aromatase dans le cerveau que les femmes de même âge sans la maladie 
375. Par conséquent, le maintien de la synthèse des œstrogènes cérébraux au cours du vieillissement 
pourrait être d'une importance cruciale pour la fonction cognitive normale, ainsi que pour la 
réduction du risque de la maladie d'Alzheimer chez les femmes 361. 
L’E2 induit une vasodilatation et possède des effets anti-inflammatoires et antioxydants dans les 
vaisseaux sanguins cérébraux 376. L’E2 régule le tonus vasculaire cérébral en modulant les 
fonctions cellulaires endothéliales et musculaires lisses. Comme dans les cellules endothéliales 
périphériques, l’E2 facilite la production de substances vasoactives dérivées de l'endothélium telles 
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que le NO et les dérivés cyclo-oxygénases (COX) de l'AA mais diminue toutefois la production 
d’EDHF 377. L’E2 diminue indirectement le tonus myogénique de l'appareil cérébrovasculaire par 
la vasorelaxation dépendante du NO en augmentant l'activité du GMPc, et conséquemment le flux 
sanguin artériel 378. Les actions de l’E2 sont produites via leurs ERα et β localisés dans les cellules 
endothéliales et les ERα des cellules musculaires lisses vasculaires des artères cérébrales 379. L'E2 
exerce des effets anti-inflammatoires en inhibant l’adhésion des leucocytes dans les cellules 
endothéliales dans les microvaisseaux cérébraux 378. Les effets anti-inflammatoires de l’E2 dans 
la circulation cérébrale comprennent la suppression des cytokines pro-inflammatoires, la réduction 
de la production de radicaux libres et une diminution de la perméabilité cérébrale et de l'œdème 
380-382. Il a été démontré que l'E2 diminue l'inflammation cérébrale par l'atténuation des marqueurs 
pro-inflammatoires endothéliaux tels que la production de l'interleukine-1 (IL-1), l'activation du 
facteur nucléaire kappa-B (NF-kB) et l'adhésion leucocytaire 382-384. L’E2 protège aussi les artères 
cérébrales contre le stress oxydatif. L’E2 augmente notamment l'expression de la superoxyde 
dismutase à manganèse (Mn-SOD) dans les artères cérébrales, atténuant ainsi la production de 
l’anion superoxyde 385 et du peroxyde d'hydrogène 386.  
Enfin, l’E2 régule la perméabilité de la BHE 387 et la protège contre la rupture suite à l’ischémie 
en réduisant l'expression de la matrice des métalloprotéases 2 et 9 (MMP2 et MMP9 ) 388. 
Les œstrogènes ont donc des effets bénéfiques sur le cerveau notamment les effets anti-
inflammatoires et antioxydants et jouent un rôle dans la régulation du tonus vasculaire. Le cerveau 
produit aussi les œstrogènes localement et cette production devient prédominante après la 
ménopause. Le maintien de la synthèse des œstrogènes cérébraux au cours du vieillissement 




5 TRAITEMENTS POSSIBLES POUR LA RIGIDITÉ ARTÉRIELLE 
Il existe plusieurs approches thérapeutiques qui visent à prévenir la progression de la calcification 
artérielle vu que l'hydroxyapatite est très peu soluble et l’enlever des artères serait l'équivalent de 
déminéraliser l'os, ce qui serait difficile à réaliser 300.  
5.1 Les bisphosphonates  
Les bisphosphonates inhibent la résorption osseuse en bloquant l’activité des ostéoclastes. 
Cependant, ils inhibent la calcification vasculaire en empêchant la formation d’hydroxyapatite à 
partir des ions phosphates et Ca2+. En raison de la relation entre l'ostéoporose et la calcification 
vasculaire, les bisphosphonates ont été considérés comme une thérapie potentielle contre la 
calcification vasculaire 389, 390. Pour la calcification vasculaire, même si le traitement par les 
bisphosphonates a montré son efficacité dans les modèles animaux 391, son efficacité pour prévenir 
la calcification vasculaire chez l'homme fait encore l'objet de débats. Les résultats diffèrent selon 
le bisphosphonate en question et certains résultats montrent une diminution de la calcification 
vasculaire 392 alors que d’autres ne montrent aucun effet 393. Les bisphosphonates présentent 
également des effets favorables tant sur l'épaisseur de la paroi vasculaire que sur les paramètres 
d'élasticité et de rigidité 394-399. Le mécanisme d’action implique une diminution des lipides 
sériques, considérés comme responsables du déclenchement et de la progression de 
l'athérosclérose. Les effets des bisphosphonates sur l'athérosclérose et la calcification vasculaire 
varient en fonction du type, la puissance, la posologie ou la voie d'administration 400. 
5.2 Les statines 
Les statines agissent en diminuant la teneur en cholestérol cellulaire par l’inhibition sélective de 
l'enzyme 3-hydroxy-3-méthylglutaryl-coenzyme A (HMG-CoA) réductase responsable de sa 
biosynthèse 401. L'hypercholestérolémie est fortement associée à l'athérosclérose qui est produite 
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en partie par l'absorption de lipoprotéines de faible densité (LDL) dans la paroi vasculaire. Les 
doses thérapeutiques de statines réduisent nettement les taux sériques totaux et de cholestérol LDL 
chez les humains 402. Les statines possèdent le plus grand potentiel de tous les médicaments 
actuellement disponibles pour retarder le développement de la calcification artérielle 402, 403. Dans 
une étude chez le porc, le retrait du régime riche en cholestérol a réduit la calcification intimale et 
médiale dans l’aorte ainsi que la charge athérosclérotique de façon concomitante 403. Les statines 
exercent d'autres effets, ce qui pourrait également être bénéfique pour la réduction de la 
calcification. La plupart de ces effets sont attribués à l’amélioration de la fonction des cellules 
endothéliales et des cellules musculaires lisses vasculaires, ainsi qu'aux voies de coagulation et 
d'activation plaquettaire. En particulier, les statines améliorent l'activité de la eNOS et augmentent 
ainsi la production du NO 404, 405. Les statines atténuent la production des ROS induits par l'Ang II 
406 ce qui atténue également la dégradation du NO 402. Elles diminuent l'expression des récepteurs 
de type 1 de l'Ang II, puissant vasoconstricteur et pro-fibrotique dans les cellules musculaires lisses 
vasculaires 407. En outre, les statines favorisent la vasculogenèse et la formation osseuse 408 et 
inhibent l’apoptose, la prolifération et la migration des cellules musculaires lisses vasculaires. 
Enfin, elles diminuent la réponse des lymphocytes T qui conduisent à l'état pro-inflammatoire de 
l'athérosclérose et exercent ainsi des effets anti-inflammatoires sur la paroi vasculaire 404, 409.  
Cependant, l’utilisation des statines à long terme a été associée au développement de la 
calcification de l'artère coronaire 410, 411. Les statines auraient également un effet néfaste sur les 
fonctions cognitives mais il existe un désaccord à ce sujet. Une revue des articles parus entre 1992 
et 2018 a conclu que les différences méthodologiques pourraient avoir contribué à la divergence 
des résultats de ces études. L'évaluation de toutes ces études a montré que le déclin cognitif associé 
aux statines est réel. Les mécanismes susceptibles d'expliquer ces effets indésirables sont la 
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réduction de la synthèse de la coenzyme Q10 avec l'augmentation conséquente du stress oxydatif, 
la réduction de la production d'énergie au cerveau et la réduction de la myéline du système nerveux 
central suite à l’inhibition de la synthèse du cholestérol 269. 
5.3 Les antihypertenseurs 
Les antihypertenseurs diminuent la rigidité artérielle de par leur effet sur la pression artérielle. 
Cependant, certaines de ces drogues présentent un effet additionnel sur la compliance des 
vaisseaux indépendamment de leur effet sur la pression artérielle.  
Par exemple, la plupart des études portant sur les IECA montrent un effet favorable sur la 
compliance vasculaire par rapport aux autres classes d'antihypertenseurs. Cet effet est indépendant 
de la réduction de la pression artérielle. Ce traitement entraîne la diminution du ratio intima-lumen 
de la paroi vasculaire 3. L’effet sur la compliance implique l’augmentation de la biodisponibilité 
du NO en diminuant la synthèse de l'Ang II et en augmentant les taux sériques de bradykinine par 
l'inhibition de sa dégradation 412.  
Aussi, les antagonistes du récepteur AT1 diminuent la calcification vasculaire au-delà de leurs 
effets antihypertenseurs. 413. Par exemple, le losartan améliore la compliance artérielle 414 et réduit 
le ratio media-lumen 415 indépendamment de son effet sur la pression artérielle. L'Ang II accélère 
l'ostéoporose grâce à la régulation à la hausse du système RANKL (ligand activateur du récepteur 
du facteur nucléaire kappaB) dans les ostéoblastes. Le RANKL à son tour contribue à la 
calcification vasculaire en diminuant l’expression de la MGP et en régulant l'expression de la 
BMP-2 ainsi que d’autres protéines apparentées à l'os 413. Le système Ang II-aldostérone augmente 
aussi la teneur en collagène et la fibrose impliqués dans les mécanismes physiopathologiques de 
la rigidité artérielle 416, 417. 
49 
 
Plusieurs études chez l'animal ont démontré que les antagonistes des canaux calciques sont 
efficaces pour réduire les dépôts de Ca2+ artériel dans plusieurs modèles de calcification 300. Les 
médicaments comme le verapamil et le diltiazem ont montré leur efficacité dans la réduction de la 
calcification de façon uniforme dans tout l'arbre artériel, alors que la nifédipine et ses dérivés sont 
plus efficaces pour prévenir la calcification artérielle périphérique 418, 419. Des études impliquant 
des modèles animaux d’athérosclérose ont également démontré un effet bénéfique des antagonistes 
des canaux calciques sur les propriétés anti-athérogéniques, mais ils ne sont pas toujours associés 
à la réduction de la calcification 420.  
Chez l’humain, les effets des antihypertenseurs sur la rigidité artérielle peuvent différer selon la 
méthode d’estimation de la rigidité, la dose et le type du médicament utilisé, la voie 
d'administration, le degré de réduction de la pression artérielle, la durée du traitement, l'âge et la 
santé du patient, la maladie touchant la paroi vasculaire et la région du système vasculaire étudié 
421. Cependant, à part ceux qui agissent sur le système rénine-angiotensine-aldostérone, ces 
traitements ne sont pas assez efficaces puisqu’ils ne ciblent pas directement les anomalies 
structurelles et les changements dans la signalisation vasculaire sous-jacente à la rigidité 93.  
5.4 Les oestrogènes 
Une association inverse entre la progression de la calcification de l'aorte abdominale et la perte de 
masse osseuse a été démontrée chez les femmes ménopausées. Ainsi, ces femmes sont plus à risque 
de développer l'ostéoporose et la calcification artérielle 422. Les femmes ménopausées présentant 
une calcification artérielle ont aussi montré des niveaux sériques d'E2 plus faibles que deux du 
groupe témoin 423. Plusieurs études ont rapporté des effets bénéfiques du traitement hormonal de 
substitution contre la calcification chez les femmes ménopausées 424-426. L’effet de l’E2 des 
œstrogènes est produit par sa liaison à l’ERα où il inhibe l'apoptose et la calcification des cellules 
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musculaires lisses vasculaires par l’activation de la transcription de la protéine Gas6 (protéine du 
gène 6 spécifique d’arrêt de croissance) 427 et leur différenciation ostéoblastique en favorisant 
l'autophagie 428. Les œstrogènes inhibent aussi la calcification en inactivant le système RANKL 
qui contribue à la calcification vasculaire 429. Les données actuelles suggèrent que les œstrogènes 
peuvent avoir des effets bénéfiques, neutres ou néfastes sur le cerveau en fonction de l'âge au 
moment du traitement, du type de ménopause (naturel par rapport à induit médicalement ou 
chirurgicalement) ou du stade de la ménopause. Ces données ont donné naissance à l’hypothèse 
de l’existence d’une période critique de la protection des estrogènes selon laquelle ils doivent être 
administrés peu après l'arrêt de la fonction ovarienne pour être neuro-vaso-protecteur et exercer 
des effets positifs 430, 431. Les œstrogènes administrés après cette période critique pourraient avoir 
des effets négatifs. Une explication possible implique la perte du récepteur ERα dans le cerveau 
résultant de la privation d'hormones à long terme. Cela ne permettrait pas aux estrogènes d'agir 432. 
Le résultat final est que la présence d'œstrogènes pendant la période critique exerce des effets 
bénéfiques sur la fonction cérébrale et diminue le risque de neurodégénérescence et de déficience 
cognitive 357, 433. À part les œstrogènes, les modulateurs sélectifs des ER possèdent une forte 
affinité pour les ERα et β et présentent des effets similaires à ceux des œstrogènes sur le système 
cardiovasculaire et les lipides sanguins 434, 435. Le raloxifène notamment, réduit les LDL et abaisse 
le fibrinogène 436. Il pourrait fournir une protection contre la progression de la calcification vu qu'il 
existe une forte corrélation entre le niveau de fibrinogène plasmatique et la calcification de l'artère 
coronaire 437.  
Les phytoestrogènes, composés dérivés de plantes contenant un cycle phénolique qui se lient aux 
récepteurs et produisent des effets œstrogéniques suscitent un intérêt croissant 438. La puérarine, 
un phytoestrogène extrait du Radix Puerariae attenue la calcification en inhibant l’activité de la 
51 
 
phosphatase alcaline, la sécrétion de l'ostéocalcine et l’expression de Runx2 dans les cellules 
musculaires lisses vasculaires de l’aorte de souris 439. 
5.5 La supplémentation 
Étant donné le rôle essentiel joué par le stress oxydatif dans la perturbation du fonctionnement 
endothélial 440, l’administration d'antioxydants devrait être une stratégie raisonnable pour traiter le 
dysfonctionnement endothélial. En effet, la supplémentation en antioxydants, tels que le 
glutathion, la N-acétylcystéine et la vitamine C a rétabli la fonction endothéliale des artères 
coronaires et périphériques des patients présentant des facteurs de risque cardiovasculaires et/ou 
une athérosclérose 441-443. La supplémentation en antioxydant MitoQ, ciblant les mitochondries, 
améliore la fonction endothéliale vasculaire en réduisant le stress oxydatif dans les mitochondries 
et améliore la biodisponibilité du NO et la rigidité artérielle chez les souris âgées 444. Ces effets 
ont été confirmés chez l'homme 445 ce qui suggère que MitoQ et d'autres stratégies thérapeutiques 
ciblant le stress oxydatif mitochondrial pourraient être prometteurs pour le traitement de la 
dysfonction vasculaire liée à l'âge 445.  
La supplémentation avec la L-arginine, le substrat pour la synthèse de NO, améliorerait la fonction 
endothéliale 446 mais demeure controversée. Une étude récente réalisée chez les jeunes hommes 
en bonne santé n’a montré aucun effet de la L-arginine sur la rigidité 447. 
Une méta-analyse des essais cliniques contrôlés et des études longitudinales montre que la 
supplémentation en VK réduit significativement la calcification vasculaire mais pas la rigidité 
vasculaire par rapport au groupe témoin. Les conclusions tirées sont limitées par un petit nombre 
d’études présentant une hétérogénéité substantielle, ce qui justifie la nécessité des essais cliniques 
plus vastes portant sur l'amélioration de la calcification vasculaire, de la rigidité vasculaire et de la 
santé cardiovasculaire à long terme par la supplémentation en VK 448. 
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5.6 L’effet de l’exercice physique sur la rigidité artérielle  
Plusieurs études ont démontré un effet bénéfique de l’exercice physique sur la rigidité artérielle 
mais cet effet semble varier en fonction des modalités de l'exercice. Ces études suggèrent que 
l’exercice comportant une composante aérobique comme la course ou la natation présente un grand 
effet bénéfique sur la rigidité artérielle chez les hommes âgés et les femmes pré et post 
ménopausées  449-454 ainsi que chez les jeunes adultes 455. Chez les sujets pré-hypertendus en 
revanche, l’entraînement aérobique ne réduit pas la rigidité artérielle sauf s’il s’accompagne d’une 
réduction importante de la pression systolique 456. Des études portant sur l'entraînement avec des 
exercices aérobiques avec intervalles à haute intensité, c'est-à-dire des périodes répétées 
d'exercices intensifs entrecoupées de périodes de récupération de faible intensité, ont donné des 
résultats divergents. Certains auteurs ont rapporté un effet positif 449, 457 alors que d’autres n’ont 
observé aucun effet bénéfique sur la rigidité artérielle 452. Chez les personnes âgées initialement 
sédentaires, les entraînements aérobiques avec des périodes de récupération active n’ont pas 
permis d’améliorer la rigidité artérielle, bien qu’on ait observé une amélioration de la pression 
sanguine 458. Contrairement aux exercices aérobiques, les exercices de résistance ont souvent été 
considérés comme n'améliorant pas la rigidité artérielle chez les personnes d’âge moyen et 
pourraient même l’aggraver en augmentant l’indice β ou la VOP chez les jeunes 459-461. Cependant, 
une meta-analyse récente démontre une réduction de la VOP et suggère que les exercices de 
résistance n'augmentent pas la rigidité artérielle chez les patients atteints ou présentant un risque 
de maladies cardiovasculaires et pourraient même être aussi efficaces ou supérieurs aux exercices 
aérobiques 462. 
L’effet de l’exercice sur la rigidité artérielle a aussi été étudié chez les rongeurs. Chez la souris 
B6D2F1, un entraînement volontaire sur la roue a permis de diminuer la rigidité artérielle chez les 
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souris âgées initialement sédentaires 463. Chez le rat Wistar-Kyoto initialement sédentaire, on a 
observé une réduction de la rigidité aortique suite à un exercice de natation 464. Chez le rat Sprague-
Dawley également, l’entraînement avec des périodes répétées d'exercices intensifs entrecoupées 
de périodes de récupération de faible intensité, a entraîné une réduction de la rigidité aortique 449. 
L’exercice aérobique améliore la fonction endothéliale et vasculaire 465-467. L’exercice réduit le 
stress oxydatif dans les cellules endothéliales vasculaires par une réduction de l’expression de 
l'enzyme oxydante NADPH oxydase dans les cellules endothéliales et du NFκB ainsi qu'une par 
l’augmentation de l'expression de l’enzyme antioxydante, la Mn-SOD mitochondriale 468. La 
réduction du stress oxydatif endothélial diminue l'inactivation du NO et augmente sa 
biodisponibilité ce qui améliore la fonction endothéliale 449, 469, 470.  
L’exercice entraîne aussi une augmentation des taux plasmatiques de l'apéline chez les humains 
471. L'apéline et ses récepteurs sont largement exprimés dans divers organes, notamment le cœur, 
les poumons, le foie, le cerveau, la rétine, la peau, les reins et les tissus adipeux. Dans le système 
cardiovasculaire, l’apéline joue un rôle important, notamment en améliorant la contractilité 
cardiaque, en inhibant l'hypertrophie des cardiomyocytes, en favorisant l'angiogenèse et en 
réduisant l'athérosclérose. L’apéline atténue aussi l'hypertension en modulant les voies de 
signalisation du NO et le système rénine-angiotensine-aldostérone 472.  
L’exercice diminue la concentration plasmatique d’ET-1 ce qui peut avoir des effets 
vasodilatateurs et anti-athérosclérotiques 473, 474. L’effet de l’exercice a été associé à la réduction 
de collagène I et III et du TGF-β1. Le TGF-β1 joue un rôle clé dans le dépôt de collagène et la 
rigidité des artères élastiques lors du vieillissement. Cet effet était également associé à la réduction 
de la calcification vasculaire 463. 
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Plusieurs traitements et approches thérapeutiques susceptibles d'influencer la rigidité artérielle sont 
donc disponibles actuellement. Cependant, leur efficacité reste plus ou moins controversée. 
6 LA VITAMINE K (VK) 
L’intérêt particulier de la VK dans cette étude, relève de son rôle dans le maintien de l’intégrité 
vasculaire et la prévention de la rigidité artérielle mais aussi de ses effets bénéfiques sur les 
fonctions cérébrales. Le rôle de la VK dans la fonction vasculaire a notamment été mis en évidence 
par le traitement avec les anticoagulants oraux antagonistes de la VK (AVK) tel que la warfarine 
sodique (Coumadin) qui induisent la calcification vasculaire chez les patients traités 475-477. Ce 
traitement est aussi associé à la rigidité artérielle, elle-même liée à la calcification vasculaire 478-
480. Ces dernières années, plusieurs études ont aussi montré un intérêt croissant pour le rôle de la 
VK dans les fonctions cérébrales, en particulier les fonctions cognitives. Ces études ont notamment 
montré qu’un statut vitaminique K appauvri ou l’administration d’AVK, sont associés à des effets 
négatifs sur la cognition 481-484. Par contre, les anticoagulants non antagonistes de la VK comme 
l’Apixaban et le Dabigatran ont été associés à un plus faible risque de déclin cognitif par rapport 
aux AVK  485. L’effet néfaste de la warfarine sur la cognition a aussi été observé chez le rat 486.  
La VK possède de multiples fonctions et les mieux documentées découlent des protéines "VK 
dépendantes" (VKDP), 487. Les VKDP nécessitent la carboxylation post transcriptionnelle 
dépendante de la VK de leurs résidus glutamate (Glu) en résidus Gla pour être biologiquement 
actives 488. La carboxylation des protéines VKD a principalement été associée à la coagulation, car 
elle avait été initialement observée dans les facteurs de coagulation. Les défauts de carboxylation 
des facteurs de coagulation II, VII, IX et X, ainsi que des protéines anticoagulantes C, S et Z 
provoquent des troubles de la coagulation 489. Avec la découverte de nouvelles protéines Gla, 
l’importance des VKDP a été étendue au-delà de la coagulation pour englober d’autres protéines 
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extra-hépatiques comme l’ostéocalcine, la MGP, la GRP, la protéine S (PS) et la protéine Gas6 489, 
490. 
6.1 Structure de la VK 
La VK représente une famille de composés dont tous possèdent un noyau commun 2-méthyl-1,4-
naphtoquinone, mais dont les structures des chaînes aliphatiques en position 3, diffèrent. La 
phylloquinone ou VK1 se caractérise par un résidu d'isoprényle en position 3 et elle est 
exclusivement synthétisée dans les plantes vertes. Les ménaquinones (VK2) comprennent un 
éventail de formes apparentées, les ménaquinone-n (MK-n), où « n » correspond au nombre de 
groupes isoprényles non saturés. Les bactéries synthétisent les ménaquinones à longues chaines, 
les MK-7 à MK-10 étant les formes les plus courantes. La MK-4 se trouve principalement dans les 
produits animaux (viande, produits laitiers) et provient de la conversion à la fois de la VK1 et de 
la ménadione (ou VK3, une forme synthétique hydrosoluble ajoutée aux aliments pour animaux) 
491. La VK1, la MK-4 et la MK-7 sont disponibles dans le commerce et vendues comme 
suppléments 488, 492. 
6.2 Cycle de la VK 
Tel que mentionné brièvement plus haut, la VK participe à titre de cofacteur à l’activation 
biologique d’une famille de protéines, les VKDP. Quatre composantes clés sont impliquées dans 
leur biosynthèse : les enzymes gamma-glutamyl carboxylase (GGCX) et le complexe VK oxydo-
réductase (VKOR), la VK et une protéine précurseur. La VK est utilisée comme cofacteur par 
l'enzyme GGCX sous la forme réduite, la VK hydroquinone (KH2) lors de la réaction de 
carboxylation. La KH2 est convertie en VK 2,3-époxyde (KO) qui est ensuite réduite en VK et en 
vitamine KH2 en deux réactions par l'action de la VKOR. La réduction de la VK en KH2 est 
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effectuée par deux voies : une voie qui implique le thiol comme cofacteur et une deuxième voie 
qui utilise le NAD(P)H comme cofacteur 493. L’ensemble de ces réactions permet de recycler la 
VK i.e. cycle de la VK (Figure 4)  490, 494. Cette carboxylation augmente l’affinité des protéines 
pour le Ca2+, formant une liaison nécessaire aux interactions moléculaires protéine-protéine ou 
protéine-membrane 495.  
La warfarine, bloque en partie l’action de la VKOR ce qui entraîne une carence fonctionnelle en 
VK. Il en résulte un défaut de carboxylation des protéines extra-hépatiques. Toutefois, il existe 
une VK réductase dépendante de NADPH qui est spécifique au foie et insensible à l'action 
inhibitrice de la warfarine en présence des doses massives de VK. Elle assure la transformation de 




Figure 4: Cycle de la Vitamine K. Les résidus d'acide glutamique (Glu) liés aux protéines sont 
transformés en résidus d'acide γ-carboxy glutamique (Gla) par l'enzyme γ-glutamyl carboxylase 
(GGCX). La forme de VK active comme cofacteur de la GGCX est la forme réduite de la VK 
hydroquinone (KH2). Au cours de la carboxylation, les protéines carboxylées sont sécrétées dans 
la circulation et la KH2 devient oxydée en VK époxyde (KO). L’époxyde est réduit en VK quinone 
par l'enzyme VKOR. La quinone est ensuite réduite en KH2 pour compléter le cycle. La réduction 
quinone en KH2 peut être obtenue par la VKOR ou par une quinone réductase dépendante de 
NADPH. La warfarine inhibe la VKOR mais pas la quinone réductase. L’activité alternative de la 








6.3 Rôle des protéines VK dépendantes (VKDP) dans le système cardiovasculaire 
6.3.1 Protéine gla de la matrice (Matrix Gla Protein; MGP) 
La MGP est un puissant inhibiteur de la calcification présent dans le cartilage et la paroi vasculaire, 
où elle est synthétisée par les chondrocytes et les cellules musculaires lisses vasculaires 498, 499. La 
MGP contient 5 résidus Gla dont la carboxylation contribue à leur fonction d’inhibiteur de la 
calcification  500. La carence en VK causée par une carence nutritionnelle ou le traitement à la 
warfarine, entraîne une sous-carboxylation de la MGP ce qui a été associé à de la calcification 
vasculaire  501-503. Le rôle de la MGP dans la prévention de la minéralisation vasculaire a été révélé 
dans un modèle de souris transgéniques où le gène codant pour MGP avait été éliminé  504. Ces 
souris sont nées à terme, mais sont mortes dans les 8 semaines suivant la naissance suite à la rupture 
des gros vaisseaux, massivement minéralisés. L’examen a révélé une fragmentation et une 
calcification des fibres élastiques ainsi qu’une perte du phénotype contractile des cellules 
musculaires lisses et leur trans-différenciation en cellules ostéochrondrogéniques. Ce phénotype 
vasculaire ne pouvait être renversé que si la MGP était restaurée localement dans les cellules 
musculaires lisses et si la MGP était gamma-carboxylée 504, ce qui suggère que la MGP agit 
localement pour inhiber la calcification vasculaire et que son activité dépend de la présence des 
résidus Gla 505, 506. Le mécanisme d’action de la MGP repose sur sa liaison à la BMP-2 impliquée 
dans le développement de l’os et du cartilage 507, 508.  
La MGP existe sous diverses formes selon son état de carboxylation et / ou de phosphorylation :  
la forme carboxylée mais non phosphorylée (dp-cMGP), la forme phosphorylée mais non 
carboxylée (p-ucMGP), la forme active phosphorylée et carboxylée (p-cMGP) et la forme 
totalement inactive non carboxylée et déphosphorylée (dp-ucMGP).  509.  La MGP inactive (dp-
ucMGP) est un biomarqueur du statut vitaminique K fréquemment utilisé lorsque les fonctions 
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cardiovasculaires sont étudiées. Certaines études ont montré que les taux de dp-ucMGP sont très 
élevés chez les patients hémodialysés et sont en corrélation avec les marqueurs de la calcification 
vasculaire 510.  
6.3.2 La protéine du gène 6 spécifique d’arrêt de croissance (Gas6) 
La protéine Gas6 est une VKDP impliquée dans plusieurs processus physiologiques 511, 512. Elle 
est un ligand de la famille des récepteurs TAM (récepteurs TYRO3, AXL et MERTK) 513-515, le 
récepteur Axl ayant la plus forte affinité pour Gas6, suivi de Tyro3 et Mer 516. 
La protéine Gas6 et ses récepteurs sont exprimés par les fibroblastes mais aussi par les cellules 
progénitrices myéloïdes 517, la plupart des cellules du système immunitaire, notamment les 
macrophages, les granulocytes et les cellules dendritiques, ainsi que par les cellules endothéliales 
518, 519.  
Dans le système vasculaire, la protéine Gas6 présente des actions signalitiques nécessaires à ses 
fonctions. La liaison Gas6 / Axl active les molécules de signalisation  telles que la PI3K / Akt 520, 
la protéine kinase activée par le stress (SAPK)/ c-Jun NH2-terminal kinase (JNK), protéine-kinase 
p38 activée par des mitogènes (p38) et le transducteur du signal de janus kinase (JAK) et le facteur-
5 transducteur du signal et activateur de la transcription (STAT) 521-523.  
La liaison de Gas6 à son récepteur Axl conduit à la modulation de fonctions cellulaires importantes 
telles que l'inhibition de l'apoptose 524. Dans les cellules musculaires lisses vasculaires, il a été 
montré que les statines ainsi que la VK2 réduisaient la calcification induite par le phosphate 
inorganique de façon dose-dépendante en inhibant l'apoptose par la restauration de la voie Gas6-
Axl 409, 525. De plus, Gas6 favorise la clairance des corps apoptotiques 526, 527. Les corps 
apoptotiques dérivés des cellules musculaires lisses vasculaires peuvent jouer un rôle dans la 
formation de cristaux de Ca2+ 528. La protéine Gas6 joue aussi un rôle dans la promotion de la 
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migration et la prolifération cellulaire impliquées dans l'athérogenèse 529, 530. Gas6 possède 
également une action anti-inflammatoire et réduit l’expression des  cytokines pro-inflammatoires 
515, 531. Elle joue un rôle dans la stabilisation des plaques d'athérosclérose en partie en réduisant  le 
phénotype pro-inflammatoire des cellules musculaires lisses vasculaires 532. Une étude clinique 
récente a démontré que des concentrations élevées de Gas6 circulantes chez les participants 
présentant des facteurs de risque cardiovasculaire (i.e. diabète, obésité) étaient indépendamment 
associées à une réduction de la taille des plaques d'athérosclérose dans l’artère carotide 533.  
La protéine Gas6 présente aussi des actions bénéfiques au niveau du cerveau et ces actions seront 
discutées dans la section 6.4.1. 
6.3.3 Protéine S (PS) 
La PS partage les mêmes récepteurs TAM que Gas6 514, 515. Les cellules endothéliales vasculaires 
sont une source majeure de PS circulante 534 mais elle peut être produite par d’autres cellules telles 
que les hépatocytes, les mégacaryocytes et les ostéoblastes 515. Avant l’identification de ses 
récepteurs, il a été démontré que la PS humaine possédait une activité mitogène sur les cellules 
musculaires lisses vasculaires 535. De plus, la PS favorise la phagocytose des cellules apoptotiques 
par les macrophages en se liant à la phosphatidylsérine exprimée à la surface des cellules 
apoptotiques ou par la liaison du complexe formé avec la protéine de liaison de C4b i.e. une 
protéine inhibitrice du complément, aux cellules apoptotiques 536, 537. Par cette action, PS participe 
à l’inhibition de la calcification vasculaire 502. La PS est aussi présente dans le cerveau et ses effets 





6.3.4 Protéine riche en Gla (Gla rich protein; GRP) 
La GRP est une VKDP récemment découverte, d’abord isolée à partir du cartilage calcifié de 
l'esturgeon de l'Adriatique (Acipenser nacarii). Dans cette espèce, cette protéine contient 16 
résidus Gla dans sa séquence de 74 résidus, nombre le plus élevé de Gla de toutes les VKDP 
connues, d’où son nom de protéine riche en Gla 538. Chez l'humain, la GRP entièrement carboxylée 
peut contenir 15 Gla 538. La séquence protéique de la GRP est hautement conservée, avec 78% 
d'identité entre l'esturgeon et l’humain 538. Les cellules exprimant la GRP comprennent les 
chondrocytes, les chondroblastes, les ostéoblastes et les ostéocytes. La GRP a aussi été observée 
chez le rat notamment dans le cartilage, les tissus osseux et mous mais aussi en circulation. Chez 
l’humain, cette protéine est aussi en circulation et est également exprimée dans les tissus mous 
comme la peau et le système vasculaire 539. En raison de son potentiel de liaison au Ca2+ via les 
résidus Gla, la GRP pourrait jouer un rôle dans la régulation du Ca2+ dans l'environnement 
extracellulaire et influencer directement le processus de la minéralisation tissulaire 538, 539. 
Notamment, il a récemment été rapporté que la GRP pourrait réguler les cytokines pro-
inflammatoires TNFα, IL-1β et NFkB et jouer le rôle de médiateur moléculaire liant les 
événements d'inflammation et de calcification, avec une application thérapeutique potentielle 540, 
541.  
Les protéines VKD préviendraient donc les complications liées aux maladies cardiovasculaires 
notamment la calcification vasculaire, l’apoptose et l’inflammation. Cela protègerait le cerveau 





6.4 VK et cerveau 
6.4.1 Les protéines VK dépendantes (VKDP) 
Deux VKDP ont été étroitement associées au système nerveux, à savoir Gas6 et, dans une moindre 
mesure, PS. Leurs actions de signalisation cellulaire dans les neurones, la glie (Gas6) ainsi que 
l'activité antithrombotique (PS) pourraient influencer le processus cognitif sous-jacent 542. Au 
niveau neuronal, Gas6 contribue à la migration des neurones de l’hormone de libération des 
gonadotrophines (GnRH), migration responsable de la maturation sexuelle 543. Il a également été 
démontré que Gas6 protège les neurones corticaux et les oligodendrocytes contre l'apoptose induite 
respectivement par la protéine amyloïde β (Aβ) et par le TNFα in vitro 544, 545. Cette action 
protectrice procéderait de l’activation du récepteur Axl et de la voie de signalisation PI3-K / Akt 
545. La protéine Gas6 possèderait également une action anti-inflammatoire. En effet, dans une étude 
in vitro réalisée sur les cellules microgliales, il a été montré que Gas6 supprime les réponses 
inflammatoires en diminuant l'expression des médiateurs pro inflammatoires, iNOS et IL-1β 
induite par les lipopolysaccharides (LPS) 546. Dans un modèle d'encéphalomyélite, Gas6 a un effet 
neuroprotecteur en atténuant la réponse inflammatoire, préservant ainsi l'intégrité axonale et la 
myélinisation 547. Dans un modèle in vitro de démyélinisation induite par la lysolécithine, et dans 
un modèle in vivo de démyélinisation induite par le cuprizone, Gas6 a favorisé la remyélinisation 
et a augmenté la maturation des cellules progénitrices des oligodendrocytes via les récepteurs 
Tyro3 in vitro et Axl in vivo 548-551.  
La PS est connue pour son rôle dans la coagulation sanguine en tant que cofacteur de la protéine 
C-réactive 552, mais elle est aussi exprimée dans le cerveau 553. Grâce à ses fonctions 
antithrombotiques, la PS offre une protection neuronale et assure l’intégrité vasculaire en 
protégeant la BHE contre les dommages hypoxiques et ischémiques, à la fois in vitro et in vivo. 
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554, 555. Cette protection passe par la voie de signalisation Tyro3-Akt 554, 556, 557. Enfin, la PS joue 
un rôle dans la neurogenèse en tant que facteur pro-neurogène et en assurant l'équilibre entre la 
quiescence et la prolifération des cellules souches neurales 558. 
Gas6 et PS participent donc à l’homéostasie cérébrale grâce à leurs actions de signalisation 
cellulaire, à leurs fonctions anti-apoptotiques, anti-inflammatoires et/ou antithrombotiques.  
6.4.2 Biosynthèse des Sphingolipides 
Au cerveau, la VK participe à la synthèse des sphingolipides, une famille de lipides très présents 
dans les membranes des cellules cérébrales où ils sont des composantes majeures des membranes 
cellulaires 559, 560. Les principaux sphingolipides sont les céramides, la sphingomyéline, les 
cérébrosides, les sulfatides et les gangliosides 561. Au-delà de leur rôle structurel, les sphingolipides 
sont impliqués dans la prolifération, la différenciation, la sénescence et l'interaction cellulaire 562. 
Des altérations du métabolisme des sphingolipides ont été associées au processus de vieillissement 
563 et à des troubles neurodégénératifs tels que la maladie d'Alzheimer et la maladie de Parkinson 
559, 564. Le rôle spécifique de la VK se situe dans l’activation de la 3-Kétodihydrosphingosine 
synthase, l'enzyme impliquée dans l'étape initiale de la biosynthèse des sphingolipides 565. Le 
traitement à la warfarine perturbe la biosynthèse des sphingolipides 566 mais cet effet est inversé 
pas l'administration de VK 566, 567. Il a été également possible de moduler la synthèse des 
sphingolipides par la VK alimentaire. Des animaux ayant reçu un régime riche en VK ont montré 
une concentration plus élevée de sulfatides, effet observé avec la phylloquinone et la MK-4 comme 
source de VK 568. Une étude ultérieure réalisée chez des rongeurs a rapporté des corrélations 
positives entre les concentrations de MK-4 dans le cerveau et celles des sulfatides et 
sphingomyéline alors qu’une corrélation négative était observée avec les concentrations de 
gangliosides 569. Chez des animaux âgés ayant reçu un régime pauvre en VK1 tout au long de leur 
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vie, on a observé des concentrations plus élevées de céramides dans l'hippocampe et des 
concentrations réduites de gangliosides dans la médulla et le tronc cérébral 570.     
Par son rôle dans la biosynthèse des sphingolipides, la VK contribue au bon fonctionnement du 
cerveau. 
6.4.3 VK et fonctions cognitives 
Plusieurs études ont montré l’effet de la VK sur les fonctions cognitives. Chez le rat, des animaux 
âgés ayant reçu un régime alimentaire pauvre en VK1 depuis le sevrage ont montré des 
performances d’apprentissage réduites au test de la piscine de Morris lorsque comparés aux rats 
ayant reçu des régimes adéquats ou enrichi en VK1. Les altérations cognitives induites par la VK 
observées chez les animaux âgés étaient associées à des concentrations plus élevées de céramides 
dans l'hippocampe et des faibles concentrations de gangliosides dans le médulla et le mésencéphale 
570. Dans une autre étude plus récente, les troubles cognitifs ont également été observés 
indépendamment de l’âge dans un modèle de warfarine- VK1 qui induit une déficience de VK 
extra-hépatique de façon aiguë. Dans cette étude, les troubles cognitifs étaient également associés 
à une altération des sphingolipides au niveau du cerveau 486. Chez l'humain, une analyse détaillée 
de la consommation de VK1 chez les patients aux premiers stades de la maladie d'Alzheimer 
rapportait que des apports significativement plus faibles chez les patients lorsque comparés aux 
sujets du groupe témoin 571. Une autre étude menée auprès de femmes atteintes de la maladie 
d'Alzheimer rapportait des taux plasmatiques de VK1 significativement plus faibles 
comparativement à ceux des sujets témoins. De plus, parmi les patients, la concentration sérique 
de VK1 était positivement corrélée à la cognition 
572. Chez les personnes âgées en santé et sans 
atteintes cognitives, un apport alimentaire plus élevé en VK1 a été associé à de meilleures 
performances cognitives 573. Par ailleurs, dans une étude pilote réalisée chez des patients 
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gériatriques, l’utilisation des AVK était associée aux troubles cognitifs 574. Dans une autre étude 
plus récente, une évaluation des effets de l'utilisation des AVK sur les fonctions cognitives et 
exécutives chez les personnes âgées a montré un dysfonctionnement exécutif après 24 mois chez 
les patients gériatriques utilisant des AVK toutefois, sans déclin cognitif 481 575.  
Toutes ces études chez les animaux et les humains ont permis d’établir un lien direct entre les 
niveaux de VK et les performances cognitives. 
6.4.4 Autres actions potentielles de la VK 
En plus de ses actions modulées par les VKDP et les sphingolipides, la VK posséderait d’autres 
actions au niveau du cerveau. La MK-4 et, dans une moindre mesure, la VK1 ont pu prévenir 
l'accumulation des radicaux libres et la mort cellulaire causés par la déplétion du glutathion dans 
les cultures primaires de précurseurs d'oligodendrocytes et de neurones corticaux fœtaux 
immatures 576. Les deux vitamères K ont également été associés à la survie de différents types de 
cellules neuronales (cortex, hippocampe et striatum) aux stades ultérieurs de l’embryogenèse 577. 
Par ailleurs, la MK-4 semble posséder une action protectrice dans les processus inflammatoires. 
In vitro, il a été montré que la MK-4 limite la production d'IL-6 dans les fribroblastes humains en 
culture 578. Chez l'animal, la MK-4 a permis de limiter l'inflammation dans le modèle 
d'encéphalomyélite 579, tandis que la VK1 a été associée à une réduction de l'inflammation dans le 
modèle d’inflammation induite par LPS chez le rat 580. Cette activité anti-inflammatoire de la VK, 
notamment celle de la MK-4,  a été associée à une inhibition de la voie de signalisation du NFk-B 
581. Enfin, des études épidémiologiques ont montré qu'un état nutritionnel élevé en VK était associé 
à des niveaux plus faibles de marqueurs pro-inflammatoires tels l'IL-6, la molécule d'adhésion 
intracellulaire-1, le récepteur du facteur de nécrose tumoral et la protéine C-réactive 582, 583. 
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La VK possède donc des fonctions bénéfiques au cerveau via les protéines VKD et son rôle dans 
le métabolisme des sphingolipides mais pourrait également s’avérer protectrice par le biais 
d’actions spécifiques de ses vitamères. 
7 OBJECTIFS 
L’objectif de cette thèse était de caractériser les effets de la rigidité artérielle sur le cerveau en 
utilisant le modèle murin de rigidité artérielle basé sur la calcification de la carotide. Ensuite nous 
avons cherché à déterminer le dimorphisme sexuel de l’effet de la rigidité artérielle sur le débit 
sanguin cérébral. Enfin, nous avons exploré le potentiel de la VK à prévenir la rigidité artérielle et 
nous avons étudié ses effets sur le cerveau.  
Les objectifs spécifiques étaient de: 
• Déterminer si la rigidité de la carotide pouvait induire des troubles cognitifs et des lésions 
cérébrovasculaires notamment une altération de l'intégrité de la BHE, une diminution du 
débit sanguin cérébral et de la densité cérébrovasculaire, des microhémorragies cérébrales 
et des pathologies Aβ et tau. Nous avons aussi déterminé le moment d’apparition de ces 
lésions, afin de comprendre si les troubles cognitifs surviennent consécutivement aux 
lésions cérébrovasculaires induites par la rigidité artérielle;  
• Étudier l’effet du sexe en déterminant si l’E2 protège les femelles en prévenant l’altération 
du débit sanguin cérébral et les propriétés mécaniques vasculaires dans le modèle de 
rigidité artérielle; 
• Évaluer l'effet potentiellement bénéfique de la VK (K1 et MK-4) sur la fonction cérébrale 
dans le modèle de rigidité artérielle en déterminant si la VK, aux doses étudiées, prévient 





Les hypothèses de cette thèse étaient les suivantes : 
• La rigidité artérielle induirait des lésions cérébrovasculaires dans les régions du cerveau 
impliquées dans la cognition et ces lésions surviendraient avant l’apparition des troubles 
cognitifs; 
• L’E2 préviendrait l’altération de la réponse cérébrovasculaire par la rigidité artérielle chez 
les femelles, et sa suppression par l’ovariectomie rendrait les femelles aussi vulnérables 
que les mâles; 
• La VK, par ses actions au niveau vasculaire et cérébral, permettrait de réduire la 
calcification artérielle et préviendrait l’altération du débit sanguin cérébral au repos ainsi 
















DEUXIEME PARTIE : PUBLICATIONS 
Étude 1: La rigidité artérielle causée par la calcification de la carotide perturbe la régulation 
du flux sanguin cérébral et conduit au déficit cognitif 
Par  
Gervais Muhire, M. Florencia Iulita, Diane Vallerand, Jessica Youwakim, Maud Gratuze, Franck 
R. Petry, Emmanuel Planel, Guylaine Ferland, et Hélène Girouard. 
Résumé 
La rigidité artérielle est associée au déclin cognitif et à la démence. Cependant, les mécanismes 
précis par lesquels elle affecte le cerveau restent méconnus. À l'aide d'un modèle murin de rigidité 
artificielle basé sur la calcification de la carotide, nous avons étudié les mécanismes pouvant 
contribuer à la dégénérescence du cerveau suite à la rigidité artérielle. Deux semaines après la 
calcification, la rigidité de la carotide a atténué le débit sanguin cérébral au repos dans plusieurs 
régions du cerveau, y compris le cortex périrhinal/ entorhinal, l'hippocampe et le thalamus, tel que 
déterminé par autoradiographie. La calcification de la carotide a altéré l'autorégulation cérébrale 
et diminué les réponses du débit sanguin à l'activité neuronale et à l'acétylcholine, examinées par 
débitmétrie laser Doppler. La rigidité de la carotide a significativement affecté la mémoire spatiale 
à 3 semaines, mais pas à 2 semaines post-chirurgie, ce qui suggère que les atteintes 
cérébrovasculaires précèdent les dysfonctions cognitives. Parallèlement aux déficits endothéliaux, 
la rigidité de la carotide a entraîné une augmentation de la perméabilité de la BHE dans 
l'hippocampe. Cette région ainsi que le cortex somatosensoriel présentaient également une 
réduction du nombre de vaisseaux. Aucun signe de microhémorragie cérébrale n'était présent. La 
rigidité de la carotide n’a pas montré d’effet sur la production d’Aβ ni sur la phosphorylation de 
la protéine tau, bien qu’elle ait entraîné une augmentation modeste du rapport Aβ40 / Aβ42 dans 
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le cortex frontal. Ces résultats suggèrent que la rigidité de la carotide altère la microcirculation 
cérébrale et augmente la perméabilité de la BHE conduisant au déficit cognitif. Par conséquent, la 
rigidité artérielle devrait être considérée comme une cible pertinente pour protéger le cerveau et 
prévenir les dysfonctionnements cognitifs. 
Contributions : GM, MFI, DV, JY, MG, FRP et HG ont effectué des expériences et analysé des 
données. MG, FRP et EP ont fourni une assistance pour la conception et la réalisation de l'analyse 
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Arterial Stiffness Due to Carotid Calcification Disrupts Cerebral Blood
Flow Regulation and Leads to Cognitive Deficits
Gervais Muhire, MSc;* M. Florencia Iulita, PhD;* Diane Vallerand, BSc; Jessica Youwakim, BSc; Maud Gratuze, PhD; Franck R. Petry, PhD;
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Background-—Arterial stiffness is associated with cognitive decline and dementia; however, the precise mechanisms by which it
affects the brain remain unclear.
Methods and Results-—Using a mouse model based on carotid calcification this study characterized mechanisms that could
contribute to brain degeneration due to arterial stiffness. At 2 weeks postcalcification, carotid stiffness attenuated resting cerebral
blood flow in several brain regions including the perirhinal/entorhinal cortex, hippocampus, and thalamus, determined by
autoradiography (P<0.05). Carotid calcification impaired cerebral autoregulation and diminished cerebral blood flow responses to
neuronal activity and to acetylcholine, examined by laser Doppler flowmetry (P<0.05, P<0.01). Carotid stiffness significantly affected
spatialmemory at 3 weeks (P<0.05), but not at 2 weeks, suggesting that cerebrovascular impairments precede cognitive dysfunction.
In line with the endothelial deficits, carotid stiffness led to increased blood-brain barrier permeability in the hippocampus (P<0.01).
This region also exhibited reductions in vessel number containing collagen IV (P<0.01), as did the somatosensory cortex (P<0.05). No
evidence of cerebral microhemorrhages was present. Carotid stiffness did not affect the production of mouse amyloid-b (Ab) or tau
phosphorylation, although it led to a modest increase in the Ab40/Ab42 ratio in frontal cortex (P<0.01).
Conclusions-—These findings suggest that carotid stiffness alters brain microcirculation and increases blood-brain barrier
permeability associated with cognitive impairments. Therefore, arterial stiffness should be considered a relevant target to protect
the brain and prevent cognitive dysfunctions. ( J Am Heart Assoc. 2019;8:e011630. DOI: 10.1161/JAHA.118.011630.)
Key Words: arterial stiffness • blood-brain barrier • carotid calcification • cerebral blood flow • cognitive impairment
E pidemiologic studies have associated large-artery stiff-ness to cognitive decline and dementia, such as
Alzheimer disease.1–5 Stiffness in large elastic arteries refers
to the reduced capability of these vessels to buffer the
pulsatile blood flow that arises with each heart contraction
(also known as Windkessel effect) and comprises several
mechanisms affecting arterial flexibility, such as calcification,
endothelial dysfunction, fibrosis, atherosclerosis, and vascular
remodeling.
Despite the evidence associating arterial stiffness with
cognitive decline, the precise mechanisms of brain dysfunction
induced by arterial stiffness remain largely unknown. This is
partly because, in humans, arterial stiffness is accompanied by
other conditions that can affect the brain and that also arise
during aging (eg, hypertension, diabetes mellitus), making it
difficult to dissect the contribution of each individual
parameter.
To examine this, we previously developed a new murine
model of arterial stiffness based on carotid calcification.6 The
advantage of this model over previous ones is that it is the
only model in which the elements making the arteries stiffer
do not affect the brain in parallel. Specifically, the animals do
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not develop increases in systolic blood pressure or narrowing
of the carotid radius, which can themselves result in brain
damage independently of stiffness. Mice with carotid calcifi-
cation develop typical features of arterial stiffness such as
decreased arterial compliance and distensibility, increased
intima-media thickness, and elastin fragmentation,6 with a
beta index comparable to that of a 75 years-old human.7
Besides developing increased carotid stiffness, mice with
carotid calcification exhibit increased blood flow pulsatility in
large and medium-sized cerebral vessels,6 which could
potentially compromise the cerebral microcirculation and
impact cognition. Whether arterial stiffness independently of
other factors is sufficient to affect higher brain functions, such
as learning and memory, is unclear. Likewise, whether
disruption of cerebral blood flow (CBF) regulation precedes
the negative effects of arterial stiffness on brain function has
not been examined.
This is important considering that the vertebrate brain is
highly vascularized, and continued perfusion is central to
meeting its high metabolic demand. Thus, the brain relies on 3
major regulatory mechanisms: (1) autoregulation, (2) neu-
rovascular coupling, and (3) endothelial regulation.8 Cere-
brovascular autoregulation is the process by which CBF
remains constant within a certain range of arterial pressures
(60–120 mmHg).9 This is an important regulatory control
given that blood pressure exhibits circadian variations (eg,
during sleep) and may also vary during daily activities (eg,
exercise), which could potentially impact on cerebral perfu-
sion. Neurovascular coupling is the dynamic link that combi-
nes the increase in neural activity to a vasodilatory
response.10 Impairments in neurovascular coupling affect
the delivery of nutrients (oxygen, glucose) to active brain cells
and slow the clearance of brain metabolites, including
potentially toxic ones, which could lead to brain dysfunction.
Finally, cerebral endothelial cells are vital for the regulation of
vascular tone11 and for the integrity of the blood-brain barrier,
whose function is key to the maintenance of brain home-
ostasis.12 Neurovascular alterations, at the level of the blood-
brain barrier or attributable to reduced cerebral perfusion,
have been identified as key mechanisms for the reduced
clearance, and hence buildup, of brain amyloid-b (Ab)
peptides in Alzheimer disease.13,14
To provide a deeper understanding of the mechanisms by
which arterial stiffness affects the brain, we performed an
in vivo study in mice to examine whether carotid stiffness is
sufficient to impair cognition, resting CBF, and regulated
cerebrovascular responses. We further characterized potential
mechanisms that could contribute to brain degeneration
caused by carotid stiffness, by examining the integrity of the
blood-brain barrier, cerebral microhemorrhages, and cere-
brovascular density as well as Ab and tau pathologies, the 2
main hallmarks of Alzheimer disease. A better understanding
of the temporal development of these alterations is crucial for
the identification of relevant targets to protect the brain in
vulnerable populations with high arterial stiffness, such as the
elderly and hypertensive individuals.
Methods
This article adheres to the Transparency and Openness
Promotion guidelines. All data, methods, and materials used
to conduct the research are available from the corresponding
author upon reasonable request.
Animals
All procedures were approved beforehand by the Animal Care
Committee of Universite de Montreal and were performed in
accordance with the guidelines of the Canadian Council on
Animal Care and the Animal Research Reporting of In Vivo
Experiments guidelines. Ten- to 12-week-old C57BL/6 male
mice (Charles River Laboratories, Saint-Constant, Canada) were
housed individually in a temperature-controlled room and
maintained on a 12-hour light/12-hour dark cycle with ad libitum
access towater and a standard rodent diet (Envigo#2018 Teklad
global 18% protein rodent diet). Examinations of sex differences
on the effects of carotid stiffness on brain function are part of a
separate study. Following acclimation, mice were randomly
assigned to 2 groups receiving either a periarterial application of
NaCl (control group) or CaCl2 (carotid stiffness group). Based on
previous experiments on analysis of CBF and cognition, it was
determined that a minimum of n=6 mice per group would be
required. For all other exploratory analyses, a minimum of n=4
mice per group were used. For each experiment, the number of
animals is specified in the text and figure legends. Exclusion
criteria are detailed in the corresponding experimental sections.
Experimental analyses were done on the right side of the brain
Clinical Perspective
What Is New?
• This study is the first demonstration of a direct cause-effect
relationship between arterial stiffness and cerebrovascular
alterations.
What Are the Clinical Implications?
• The knowledge that peripheral arterial stiffness alters
cerebral blood flow regulation and the integrity of the
cerebral vasculature suggests that targeting arterial stiff-
ness could protect the brain of the elderly and hypertensive
patients.
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(corresponding to the side of the calcified carotid) and compared
with a noncalcified control group rather than to the left side in
calcified mice, given that we have previously observed increases
in blood flow pulsatility in this hemisphere, although to a smaller
extent than that of the right side.6
Carotid Calcification
Animals were handled during the 2 days preceding the
surgery. Mice were anesthetized with a mixture of ketamine/
xylazine (90 mg/kg; 6 mg/kg; CDMV, Saint-Hyacinthe,
Canada) and the right common carotid artery was carefully
isolated and a small piece of sterile parafilm was slid
underneath. A sterile gauze (595 mm) soaked in 0.3 mol/L
CaCl2 (Sigma-Aldrich, Oakville, Canada) was applied on the
carotid artery for 20 minutes. The gauze and parafilm were
then removed and the incision sutured. Control animals
received a sterile compress soaked in 0.9% NaCl in identical
conditions. Carprofen (Rimadyl, 5 mg/kg; CDMV, Saint-
Hyacinthe, Canada) was injected subcutaneously as the
primary anti-inflammatory analgesic after the surgery and
was administered every 24 hours during 2 consecutive days.
The day of the surgery, mice also received bupivacaine
hydrochloride (Marcaine, 4 mg/kg subcutaneous injection;
CDMV, Saint-Hyacinthe, Canada) at the site of the incision, and
trimethoprim sulfadiazine (Tribrissen, 30 mg/kg subcutaneous
injection; CDMV, Saint-Hyacinthe, Canada) every 24 hours for
3 days to prevent infections. The weight of the animals was
monitored weekly after the surgery to verify good recovery.
There were no significant mortality (4%) events resulting from
the surgery in any of the groups. Upon euthanasia, carotids
were dissected and calcification was confirmed with the Von
Kossa stain in 4 lM paraffinized tissue sections (performed at
the Institute for Research in Immunology and Cancer, Univer-
site de Montreal), to visualize calcium deposits.15 Images were
acquired with a Leitz Diaplan microscope equipped with an
Olympus DP21 camera (Wild Leitz GmbH, Germany).
Blood Pressure
Systolic blood pressure was monitored by noninvasive tail-cuff
plethysmography (Kent Scientific Corp, Torrington, CT) 2 days
before the periarterial application of CaCl2 or NaCl (day 0) and
weekly for 3 weeks, as detailed in Data S1.
Morris Water Maze
Spatial learning and memory was assessed at 2 and 3 weeks
following the periarterial application of NaCl or CaCl2. The
testing arena consisted of a circular pool (160 cm in
diameter) filled with water made opaque with skim milk
powder. The temperature of the water was kept at 18 to 19°C.
The pool was divided into 4 virtual quadrants referred to as
north, south, east, and west. A clear plexiglass escape
platform (10 cm diameter) was placed 1.5 cm beneath the
surface in the southwest quadrant. To examine spatial
learning, escape latencies were measured during a period of
5 training days (D1–D5), during which mice were allowed
three 60 seconds trials per day to find the escape platform.
Each trial was 20 minutes apart. Mice were released from a
different quadrant each time. An average of the time spent to
locate the platform (latency) during the 3 trials was calculated
per day per mouse. Latencies to locate the platform were
plotted for each training day. The average latency across the
entire training and the area under the learning curve were also
calculated to compare learning performance.
A probe test (to assess the memory recall) and a cue test
(to assess the visual accuracy) were performed on day 6. For
the probe test, the platform was removed, and two 30-second
trials, 1 hour apart, were conducted to assess time spent in
the target quadrant (the place where the platform was
originally located), the number of target crossings, and the
latency to reach the target quadrant. Swimming speed was
determined as a measure of locomotor activity and to ensure
that latencies were not confounded by physical impairments.
During the cue test, some water was removed so that the
escape platform could be visible. Animals with visual impair-
ments were excluded from the analysis. Data were acquired
with the Smart Video Tracking Software (Smart version
3.0.01, Panlab Havard apparatus, USA), connected to an
overhead camera. The experimenter was blinded to the
treatment assignment (NaCl or CaCl2).
Autoradiography
Resting CBF was measured 2 weeks after the periarterial
application of NaCl or CaCl2 in awake mice by quantitative
autoradiography, using [14C]IAP (Iodoantipirine 4-N-Methyl-14C;
Perkin Elmer, Woodbridge, Canada) as a diffusible tracer. The
protocol was adapted from Joutel and colleagues16 and is
detailed in Data S1. Brain sections containing the dorsal
hippocampus (from Bregma 1.82 to 2.18 mm) were used
for analysis in the following regions: visual and somatosensory
cortices (VSCx), perirhinal and entorhinal cortices (PECx), cornu
ammonis area1 (CA1), cornu ammonis area 2-3 (CA2-3), dentate
gyrus (DG), thalamic nuclei (THA), and corpus callosum (CC).
Four brain sections per animal were examined, and data from the
right hemisphere (corresponding to the side of the calcified
carotid) were used for analysis.
In Vivo Laser Doppler Flowmetry
Cerebrovascular autoregulation as well as CBF responses to
whisker stimulation as well as to endothelium-dependent and
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-independent vasodilators were examined on the right
somatosensory cortex, 2 weeks after the periarterial applica-
tion of NaCl or CaCl2. Details on the surgical procedures are
available in Data S1.
Autoregulation was investigated based on the protocol of
Niwa and colleagues.17 Hypotension was induced by con-
trolled exsanguination to reduce blood pressure every
10 mmHg. In a separate group of mice, mean arterial blood
pressure was elevated every 10 mmHg up to 160 mmHg by
infusion of 20 to 30 lg/mL phenylephrine (Sigma-Aldrich,
Oakville, Canada) via the femoral artery. Given that mice with
carotid calcification, but not controls, exhibited breathing
distress episodes at the highest pressures (140–160 mmHg),
results are presented up to 130 mmHg only. Blood pressure
was allowed to stabilize for 5 minutes following each
manipulation, after which CBF perfusion units were deter-
mined. Results are expressed as percent change with respect
to CBF values prior to the change in blood pressure.
Neurovascular coupling was examined with 3 whisker
stimulations (1 minute duration, spaced every 3 minutes)
on the contralateral side from the probe location. Endothe-
lium-dependent responses were measured during the super-
fusion of acetylcholine 10 lmol/L (Sigma-Aldrich, Oakville,
Canada) for 5 minutes followed by a 15 minutes artificial
cerebrospinal fluid superfusion to restore CBF responses to
basal levels. Endothelium-independent responses were exam-
ined with the superfusion of sodium nitroprussiate (SNP)
50 lmol/L (Sigma-Aldrich, Oakville, Canada), a nitric oxide
donor. Relative changes in CBF (percent increase in CBF
after stimulation compared with baseline) were analyzed with
LabChart6 Pro software (version 6.1.3, AD Instruments,
USA). Experimental analyses were compared with a noncal-
cified control group rather than to the contralateral side in
calcified mice, given that we have previously observed small
significant increases in blood flow pulsatility in this hemi-
sphere.6
Tissue Preparation for Histology and
Immunostaining
At 3 weeks after surgery, mice were anesthetized with
sodium pentobarbital (100 mg/kg body weight; CDMV,
Saint-Hyacinthe, Canada) and perfused with 40 mL of
phosphate-buffered saline (PBS), pH 7.4. The brains were
removed and immersed in cold 4% paraformaldehyde
(Bioshop, Burlington, Canada) for 24 hours and then
transferred to 30% sucrose for 24 hours. Brains were
stored at 20°C in cryoprotectant solution (37.5% v/v
ethylene glycol, 37.5% w/w sucrose, in PBS pH 7.4) until
sectioning. The right side of the brain was identified, and
40 lM coronal sections were cut with a vibratome (Leica
VT 1000S, Leica Biosystems, Germany).
Collagen IV Immunostaining
Collagen IV immunostaining was done adapting the protocol
from Franciosi and colleagues18 and examined at 3 weeks after
surgery. Briefly, brain sections were washed 4 times in PBS at
room temperature followed by 1 wash with ddH2O preheated at
37°C. Antigen retrieval was done with pepsin (1 mg/mL)
dissolved in 0.2 N HCl for 10 minutes at 37°C followed by 1
wash with warm PBS (at 27°C) and 3 PBS washes at room
temperature. Normal goat serum (5%, dissolved in PBS-Triton
0.1%) was used for blocking for 90 minutes at room temper-
ature. The primary antibody (rabbit anticollagen IV, Millipore,
Oakville, Canada #AB756P) was incubated at 1:500 in blocking
solution overnight at room temperature. The following day,
brain sections were washed once with PBS for 5 minutes and
later for 1 hour. Incubation with the secondary antibody (goat
antirabbit Alexa Fluor 488 at 1:800, Invitrogen-Thermo Fisher
Scientific, Burlington, Canada) was done for 2 hours under
agitation at room temperature, in PBS-T (Triton 0.1%) with
normal goat serum (5%). Following washes in PBS, sections
were mounted, allowed to dry, and then coverslipped.
Z-stacked (1.0 lm) confocal images were acquired with an
Olympus laser-scanning microscope (model FV1000MPE). At
least 3 brain sections per mouse were imaged from the right
primary somatosensory cortex as well as from the hippocampal
regions CA1), and DG (from Bregma 1.46 to 1.94 mm).
The percentage of collagen IV-positive area per micrograph
was calculated with the ImageJ software (National Institutes
of Health, Bethesda, MD), as per published protocols for
microvascular density analysis.19 For vascular area, the
background was first subtracted with the despeckle and
median filter (1.0 pixel) functions, and after threshold
adjustment and skeletonization, the area covered by the
skeleton of cerebral vessels was calculated. Because
the resorption of collagen IV occurs after endothelial loss,
the quantification of collagen IV skeleton is a very good
marker of complete capillary loss.20 To minimize variability
due to different batches, results were expressed as fold
change with respect to the control group.
Microhemorrhages
Microhemorrages were examined with the Prussian blue
staining at 3 weeks after surgery, as detailed in Data S1. The
following regions were analyzed: frontal cortex, somatosen-
sory cortex, and the hippocampal regions CA1 and DG.
Sodium Fluorescein Extravasation Assay
Blood-brain barrier permeability was examined by the extent
of sodium fluorescein (NaF) extravasation to the brain at
3 weeks after surgery. A solution of 10% NaF (Sigma-Aldrich,
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Oakville, Canada) was injected intraperitoneally (100 lL) and
allowed to circulate for 30 minutes. Mice were then anes-
thetized with sodium pentobarbital (100 mg/kg body weight;
CDMV, Saint-Hyacinthe, Canada) and perfused with 40 mL of
cold PBS, pH 7.4. The right frontal cortex, hippocampus, and
rest of the cortex were dissected. All tissues were frozen at
80°C until analysis. Brain tissues were weighted and
homogenized in 10X cold PBS, pH 7.4, and centrifuged
15 minutes at 14 000g at 4°C. The supernatant was recov-
ered, mixed with an equal amount of 15% trichloroacetic acid
(Sigma-Aldrich, Oakville, Canada) and centrifuged 15 minutes
at 15 000g at 4°C. The resulting supernatant was neutralized
with 5 mol/L NaOH (diluted 1:5) and mixed. For all samples
(standards and unknowns) 100 lL were used for analysis (in
duplicate). Relative fluorescence units (excitation 480 nm,
emission 525 nm) were read with a fluorometer (SpectraMax
M2, Molecular Devices, Sunnyvale, USA) and data were
extracted with the SoftMax Pro software (v5.2, Molecular
Devices, Sunnyvale, CA). The amount of NaF in brain was
calculated from a standard curve (0–5 lmol/L NaF) and
normalized per gram of tissue. Results were expressed as fold
change with respect to the control group.
Ab40 and Ab42 ELISA
Endogenous mouse Ab40 and Ab42 were measured by ELISA
(KMB3481 and KMB3441, Life Technologies, Invitrogen-
Thermo Fisher Scientific, Burlington, Canada) 3 weeks after
surgery, as detailed in Data S1.
Tau Western Blot
Examination of phospho-tau levels was done 3 weeks after
surgery, following our published protocol21 and as detailed in
Data S1.
Statistical Analysis
Data are displayed in box-and-whisker plots, where the
median is represented by the horizontal line, and the 10th and
90th percentiles extend from the extremes of the box. Empty
circles represent points below and above the whiskers. Data
are displayed as meanSD. Data analysis was performed with
GraphPad Prism software (version 7.05a, La Jolla, USA).
ANOVA for factorial design with repeated measures followed
by a Fisher’s least significant difference posttest for multiple
group comparisons was used for analysis of the behavioral
data. In the learning curve analysis, the repeated factor is the
measure of latency through different time points (D1–D5) and
the treatment as a between-group factor. The area under the
learning curve was calculated with the area under the learning
curve function. In the cerebral autoregulation analysis, a linear
regression has been made in order to compare the slopes of
treatment and control before and after the diverging point set
at 70 mmHg, 100% change in CBF.
For autoradiography, significance of comparisons was
tested with a 2-tailed unpaired Student t-test per independent
brain region; however, results are presented in a single
graph. A 2-tailed unpaired Student t-test was used for all
other 2-group comparisons. Significance was set at P<0.05.
Sample size per group is presented with the text and figures.
Results
Arterial stiffness was induced by the application of CaCl2 to
the right carotid artery. Carotid calcification was confirmed
with the Von Kossa stain, revealing the formation of calcium
deposits on the carotid of mice treated with CaCl2 examined 2
and 3 weeks after surgery (Figure S1A, right panels). Calcium
deposits were absent in mice exposed to NaCl (Figure S1A,
left panels). Carotid calcification did not result in an increase
in systolic blood pressure, even at 3 weeks after calcification
(Figure S1B).
Carotid Stiffness Impairs Learning and Memory
The mice’s cognitive abilities were tested with the Morris
water maze. At 2 weeks after surgery, mice subjected to the
periarterial application of CaCl2 exhibited a progressive
decrease in escape latencies during the training phase, as
did control animals (Figure 1A; main effect of time: F[4, 60]
=23.07; P<0.0001; n=8–9). Latencies between the 2 groups
did not differ at any day during training; neither did the area
under the learning curve (137.233.8 NaCl versus
134.117.7 CaCl2, data not shown) or the average latency
across the 5 days (Figure 1B), indicating absence of learning
impairments at this time point.
In contrast, at 3 weeks after surgery, mice with carotid
stiffness exhibited initially greater mean escape latencies at
day 2 (41.714.4 versus 28.311.9 seconds, simple main
effect P<0.05; n=9–13), although with continued training they
exhibited escape latencies comparable to control mice during
the remaining days (Figure 1C; F[4, 80]=16.02; P<0.0001;
n=9–13). There were no significant differences in the area
under the learning curve (108.030.8 NaCl versus
125.141.1 CaCl2, data not shown) or in the overall average
latencies through the entire training (Figure 1D); however, the
median overall latency for mice with carotid stiffness was
33.8 seconds, while the median latency for controls was
24.1 seconds.
Following the learning period, memory recall was mea-
sured with a probe test 24 hours later. Mice subjected to
carotid calcification for 2 weeks did not manifest differences
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in the time spent in the target quadrant (Figure 1E), in the
target crossings (Figure 1F), or in the latency to reach the
target quadrant (Figure 1G), indicating absence of memory
impairments at this time point. Instead, at 3 weeks after
surgery, mice with carotid calcification spent significantly less
time in the target quadrant compared with controls (Fig-
ure 1H; P<0.05; n=9–13). In line with these results, mice with
carotid stiffness also performed significantly fewer target
crossings (Figure 1I; P<0.05, n=9–13) and showed increased
time to reach the target zone (Figure 1J; P<0.05; n=9–13).
Swimming speed was comparable between the 2 groups at
both time points (Figure S2).
Carotid Stiffness Leads to Diminished Resting
CBF
At 2 weeks after calcification, when cognitive deficits were
not yet present, resting CBF was assessed by quantitative
Figure 2. Effect of carotid calcification on resting cerebral blood flow (CBF). Resting CBF was measured
by autoradiography using [14C]iodoantipyrine as a diffusible tracer in awake mice, 2 weeks after application
of CaCl2 or NaCl. CBF was quantified in the following regions from the right hemisphere: visual and
somatosensory cortices (VSCx), perirhinal and entorhinal cortices (PECx), cornu ammonis area 1 (CA1),
cornu ammonis area 2-3 (CA2-3), dentate gyrus (DG), thalamus (THA), and corpus callosum (CC). Data are
displayed in box-and-whisker plots, where the median is represented by the horizontal line and the 10th and
90th percentiles extend from the extremes of the box. *P<0.05; unpaired Student t-test per independent
brain region (results presented in a single graph); n=5 to 7 mice/group. CBF is expressed as mL/100 g/
min. Representative blood flow autoradiograms for control (upper panel) and CaCl2 mice (lower panel) are
shown with a color scale.
Figure 1. Effect of carotid calcification on spatial learning and memory. Cognitive abilities were examined
with the Morris Water Maze test (2 and 3 weeks after application of CaCl2 or NaCl) (A and C). The test
consisted of 5 training days (D1–D5) during which mice were allowed three 60 seconds trials per day to find
the escape platform. Each trial was 20 minutes apart. The area under the learning curve (AUC) and the
average latency across the training (B and D) were calculated to compare learning performance. Graphs
represent meanSD. Data are displayed in box-and-whisker plots, where the median is represented by the
horizontal line, and the 10th and 90th percentiles extend from the extremes of the box. For the probe test
(day 6), the platform was removed and animals were given two 30 seconds trials separated 1 hour apart, to
assess (E and H) time spent in the target quadrant (the place where the platform was originally located), (F
and I) number of target crossings and (G and J) latency to reach the target zone. Data were analyzed with
ANOVA for factorial design with repeated measures followed by a Fisher’s LSD posttest for multiple group
comparisons for the learning curves; unpaired Student t-test was used for all other 2-group comparisons;
n=8 to 9 mice/group (2 weeks) and n=9 to 13 mice/group (3 weeks). *P<0.05; TQ indicates target
quadrant.
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Figure 3. Effect of carotid calcification on number of cerebral vessel containing collagen type IV. Semiquantitative analysis
of microvessel number per field by examination of (A) collagen IV–positive area percentage and (B) vascular skeleton area in
the somatosensory cortex and hippocampus (cornu ammonis area 1 [CA1] and dentate gyrus [DG]) from the right
hemisphere. Data are displayed in box-and-whisker plots, where the median is represented by the horizontal line, and the
10th and 90th percentiles extend from the extremes of the box. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.0001; unpaired Student t-test,
n=5 to 6 mice/group. C, Representative micrographs of collagen IV immunostaining, binary transformation, and
skeletonization for CA1 are shown. Scale bar=50 lm. Analysis was done 3 weeks after surgery.
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autoradiography. Mice with carotid calcification exhibited
decreases in resting CBF in several brain regions, including
gray and white matter (Figure 2; n=5–7 mice/group). Specif-
ically, carotid calcification led to significant reductions in
resting CBF (mean range, 28%–30% decrease) in the perirhi-
nal/entorhinal region (P<0.05), in CA1 (P<0.05), DG (P<0.05),
and thalamus (P<0.05), with a trend in CA2-3 (P=0.0768) and
in the VSCx region (P=0.0896). Likewise, there was a trend for
a decrease in resting CBF in the white matter, measured in
the corpus callosum (mean 26% decrease; P=0.0895).
Carotid Stiffness Leads to a Diminished Number
of Cerebral Vessels Containing Collagen IV
To evaluate whether the decrease in resting CBF was caused
by a diminished microvascular density, we assessed whether
carotid stiffness would be sufficient to affect the cerebral
microvasculature. Analysis of collagen IV immunostaining
(Figure 3A) revealed a small but significant reduction in
cerebral vessels in the somatosensory cortex of mice
subjected to carotid calcification (10% decrease; P<0.05;
Figure 4. Effect of carotid calcification on cerebrovascular responses. A, Analysis of cerebral
autoregulation depicting relationship between mean arterial pressure and cerebral blood flow (CBF). Graph
represents meanSD. Data are displayed in box-and-whisker plots, where the median is represented by the
horizontal line, and the 10th and 90th percentiles extend from the extremes of the box. ***P<0.001, linear
regression of slopes between 70 and 130 mmHg was used; n=5 to 9 mice/group. CBF responses to
whisker stimulation (B), to the endothelium-dependent vasodilator, acetylcholine (C), and to the
endothelium-independent vasodilator, sodium nitroprussiate (SNP; D) were evaluated. Graphs depict the
percentage increase in CBF following the stimulation with respect to its initial value. *P<0.05; **P<0.01;
unpaired Student t-test; n=4 to 6 mice/group. CBF was measured on the right somatosensory cortex by
laser Doppler flowmetry 2 weeks after application of CaCl2 or NaCl.
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n=6/group) and a more prominent reduction in the CA1
region of the hippocampus (19% decrease; P<0.05; n=5–6/
group). No differences were detected in the DG.
Analysis of the vascular skeleton area followed a similar
pattern in mice with carotid stiffness (Figure 3B), with small
but significant reductions in skeleton area in the somatosen-
sory cortex (11% decrease; P=0.0001; n=6/group) and
greater reductions in CA1 (15% decrease; P<0.01; n=5–6/
group). No differences were detected in the DG. The
measures of skeleton area and collagen IV density correlated.
Spearman analysis revealed positive associations both in the
somatosensory cortex (r=0.5654; P=0.0582) and in CA1
(r=0.6989; P<0.05).
Carotid Stiffness Impairs Cerebral
Autoregulation, Neurovascular Coupling, and CBF
Responses to Endothelial Stimulation
To further investigate the mechanisms of CBF damage due to
arterial stiffness, we examined whether carotid calcification
affected regulated cerebrovascular responses at the same
time point when resting CBF was found impaired (2 weeks
after calcification).
While control animals exhibited small variations in CBF
within a certain range of arterial pressures (60–120 mmHg),
suggesting that autoregulation was operating, these fluctua-
tions were increased in mice with carotid calcification at the
highest pressures, significantly differing from control mice
(Figure 4A; F[1, 54]=26.39; P<0.001; n=5–9). The lower limit
of autoregulation was not disrupted in mice with carotid
stiffness.
Mice subjected to the periarterial application of CaCl2
further exhibited attenuated CBF responses produced by
neuronal activity (whisker stimulation) compared with control
mice (Figure 4B; NaCl mean 23.5% versus CaCl2 11.8%;
P<0.01; n=4–6 mice/group). The loss of autoregulation and
impairments in neurovascular coupling in mice with carotid
stiffness were also accompanied by attenuated increases in
CBF produced by the application of the endothelium-
dependent vasodilator, acetylcholine (Figure 4C; NaCl mean
27.2% versus CaCl2 12.9%; P<0.05; n=4 mice/group). In
contrast, there were no differences in CBF responses to the
nitric oxide donor, sodium nitroprussiate (Figure 4D; n=4
mice/group). Physiological parameters comprising blood pH,
pO2, pCO2, mean arterial pressure, and CBF at baseline
(before the stimulation) were comparable between control
and mice with carotid stiffness (Table S1).
Effect of Carotid Stiffness on Cerebral
Microhemorrhages
Considering the previously reported increases in the pulsatil-
ity of cerebral vessels in this model6 and impaired autoreg-
ulation, cerebral microhemorrhages were examined 3 weeks
after calcification, when cognitive deficits were present.
Histochemical analysis with the Prussian blue reaction did
not reveal the presence of iron deposits, neither in the frontal
or somatosensory cortex nor in the hippocampus of mice
subjected to arterial stiffness (Figure S3).
Carotid Stiffness Increases Blood-Brain Barrier
Permeability in the Hippocampus
Given the deficits in cerebral endothelial responses, we next
tested the hypothesis that the permeability of the blood-brain
barrier would be affected as a consequence of carotid
Figure 5. Effect of carotid calcification on blood-brain barrier permeability. Permeability of the blood-brain barrier was examined by sodium
fluorescein (NaF) extravasation in specific brain regions cortex (A), frontal cortex (B) and hippocampus (C) from the right hemisphere 3 weeks
after application of CaCl2 or NaCl. The amount of NaF in each region was calculated from a standard curve (0–5 lmol/L NaF) and normalized
per gram of tissue. Results are expressed as fold change by normalizing values to the average of the control group. Data are displayed in box-
and-whisker plots, where the median is represented by the horizontal line, and the 10th and 90th percentiles extend from the extremes of the
box. **P<0.01; unpaired Student t-test, n=7 mice/group.
DOI: 10.1161/JAHA.118.011630 Journal of the American Heart Association 10















Figure 6. Effect of carotid calcification on amyloid-b (Ab) and tau hyperphosphorylation. A, The Ab40/Ab42 ratio was calculated from
Ab concentrations determined by ELISA in the frontal cortex and hippocampal tissue as well as in plasma. Expression of phosphorylated
tau (AT8, CP13 and PHF1) and dephosphorylated tau (Tau1) in frontal cortex (B) and hippocampus (C) examined by western blotting.
Representative immunoblots are shown. Data are displayed in box-and-whisker plots, where the median is represented by the horizontal
line and th,e 10th and 90th percentiles extend from the extremes of the box. **P<0.01; unpaired Student t-test, n=6 to 7 mice/group in
frontal cortex and hippocampus, n=10 to 15 mice/group in plasma. Analysis was done 3 weeks after surgery on frozen tissue from the
right hemisphere.
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stiffness. The increase in sodium fluorescein brain uptake in
mice subjected to carotid calcification was region specific
(Figure 5). While there were no differences in sodium
fluorescein uptake in the brain cortex (Figure 5A; n=7/group),
a trend suggesting incipient increase in blood-brain barrier
permeability was observed in the frontal cortex (Figure 5B;
mean 1.3 fold change; P=0.1013; n=7/group). Notably, the
hippocampus exhibited the most significant differences in
sodium fluorescein uptake (Figure 5C; mean 1.7-fold; P<0.01;
n=7/group), suggesting that this region was highly vulnerable
to blood-brain barrier damage.
Effect of Carotid Stiffness on Amyloid and Tau
Pathology
Given the epidemiologic associations between arterial stiff-
ness and dementia, and the brain vascular damage reported in
this study, we questioned whether such changes could have
an impact on Ab buildup and tau hyperphosphorylation, the 2
main pathological hallmarks of Alzheimer disease.
Although the absolute concentrations of brain Ab peptides
did not differ between groups (Table S2), quantitative analysis
revealed a modest but significant increase in the ratio Ab40/
42 in the frontal cortex of mice with carotid stiffness
(Figure 6A; P<0.01; n=6–7), with a similar trend in the
hippocampus, although not significant (Figure 6A; n=6–7).
There were also no significant differences in the ratio of
circulating Ab peptides measured in plasma between mice with
carotid stiffness and controls (Figure 6A; P=0.1369; n=10–15).
In line with the modest changes in Ab, there were no
significant differences in the expression of phosphorylated
tau, examined by the assessment of several phospho tau
epitopes in the same brain regions where Ab was measured
(Figure 6B and 6C; n=6/group). There were also no differ-
ences in the expression of dephosphorylated tau (Tau1) or
total tau levels (TauC), the latter being used for normalization
of phospho tau signals.
Discussion
Arterial stiffness, a common condition that arises with
aging, is emerging as a strong and independent risk factor
for early cognitive impairment and dementia,22,23 as
recently reviewed.24 Arterial stiffness may contribute to
cerebral dysfunction via numerous effects, which until now
have been difficult to dissect in human studies attributable
to multiple factors that may affect the brain being present
in parallel.
In this study, we address this issue by characterizing the
impact of carotid stiffness on brain function with a unique
murine model based on carotid calcification,6 specific for this
vascular parameter. Our findings indicate that carotid
stiffness, independently of aging or increased blood pressure,
alters the regulation of CBF and the integrity of the cerebral
vasculature, increasing the blood-brain barrier permeability
and leading to cognitive deficits.
Mice with carotid calcification exhibited significant impair-
ments in resting CBF and in the mechanisms that regulate
cerebrovascular responses, including cerebral autoregulation,
neurovascular coupling, and endothelial dilatation. These
deficits preceded the manifestation of spatial memory
impairments. Resting CBF was found diminished in critical
brain regions including the hippocampus and entorhinal
cortex, which are highly vulnerable areas important for
memory and one of the earliest affected in patients with
Alzheimer disease,25 the most common form of dementia in
elderly subjects. The decrease in resting CBF, measured by
autoradiography, could be explained at least partly by a
decrease in vascular density as determined by analyzing the
collagen IV skeleton area. Although autoradiography is an
invasive technique, it provides a better resolution than other
noninvasive techniques such as magnetic resonance imaging
for small brain vessel studies in mice. A decrease in CBF and
vascular density may lead to hypoxia-induced neurodegener-
ation. Interestingly, we previously demonstrated the presence
of degenerative neurons as determined by the Fluorojade B
method in the subarea of the CA1 region called lacunosum
moleculare.6 In agreement with our study, a disconnect
between neuronal function and blood supply, as well as
reduced resting CBF, has been reported in Alzheimer patients
at early disease stages and associated with cognitive
deterioration.26
Alterations in cerebral autoregulation have been linked to
hypertension, diabetes mellitus, ischemic stroke, and Alzhei-
mer disease.27–30 To maintain a constant cerebral perfusion,
the brain relies on the capacity of cerebral arteries to
constrict upon increases in systemic pressure and to dilate
when arterial pressure lowers. Our results showing compro-
mised autoregulation in the upper range of arterial pressures
would indicate a failure in vasoconstriction of cerebral
vessels, which would lead to hyperperfusion and disruption
of the blood-brain barrier.31 Interestingly, in a murine model of
atherosclerosis, which exhibits certain similarities to ours in
terms of increased carotid stiffness, increased pulsatility in
cerebral vessels, and cognitive decline, it was shown that
cerebral arteries displayed increases in vascular compli-
ance,32,33 which would be consistent with a failure in
vasoconstriction and disruption of the upper limit of autoreg-
ulation. Although we have not directly measured the compli-
ance of cerebral arteries in our model, the disruption of
endothelial dilatation seen in our mice with carotid calcifica-
tion would indicate that this is a likely possibility, considering
that cerebral endothelial function may modulate cerebrovas-
cular wall biomechanics.34
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While other mechanisms may also contribute to impairing
cognition, the physiological repercussions of a dysfunctional
regulation of CBF are significant considering the brain’s high
metabolic needs and the fact that even small blood flow
reductions can lead to the inhibition of protein synthesis and
to neuronal dysfunction.35 In addition, normal CBF is neces-
sary for the removal of metabolic by-products. Thus, the initial
appearance of CBF deficits followed by diminished memory
recall in our model would suggest that disruption of CBF
regulation is a mechanistic link between arterial stiffness and
its effects on cognition. In support, a recent clinical study
showed that in the Age, Gene/Environment Susceptibility-
Reykjavik cohort, the association between high artery
stiffness and low memory function included cerebrovascular
factors such as increased cerebrovascular resistance and
damage to the white matter.36
It is important to note that we have controlled for potential
perturbations of physiological parameters that could affect
CBF (eg, blood gases, arterial pressure) and that these were
found to be comparable between controls and mice with
carotid calcification. Further evidence that the CBF deficits
detected were not spurious results attributable to nonspecific
dysfunction caused during the surgeries is the fact that not all
cerebrovascular responses were impaired in our model, as
seen by the intact CBF responses to sodium nitroprussiate,
which is an endothelium-independent vasodilator.
The absence of detectable microhemorrhages in this model
at the young age examined (13–15 weeks) further strength-
ens the finding that the manifestation of memory deficits is
likely related to the dysregulation of CBF and decreased
cerebrovascular density. We do not discard the possibility that
arterial stiffness could promote the formation of microhem-
orrhages in humans, as these lesions can be common in older
adults (≥60 years)37 and in very elderly individuals
(90+ years).38 Indeed, microhemorrhages have been associ-
ated with increased risk of stroke,39 disruption of white
matter structure,40 lower cognitive function,41 and even
dementia.38 Given our finding that mice with carotid calcifi-
cation tended to exhibit impaired CBF in the corpus callosum,
the richest region of white matter fibers within the brain, it
would be interesting to examine whether arterial stiffness is
sufficient to induce microhemorrhages and white matter
dysfunction in older animals. We have not considered this
possibility in this study to avoid the added confounder of
aging and thus to be able to examine the independent effects
of carotid stiffening without additional parameters. Besides
the issue of aging, our autoregulation results suggest that
arterial stiffness accompanied by hypertension may also lead
to microhemorrhages. Because we have not seen increases in
blood pressure in mice with carotid calcification even beyond
3 weeks after surgery, this could also in part explain the
absence of detectable microhemorrhages at this time point in
this model. Thus, to better predict the impact of arterial
stiffness on the brain, future studies will have to be conducted
in old mice with or without hypertension.
In considering other mechanisms that might damage the
brain as a result of arterial stiffness, and in view of the cerebral
endothelial dysfunction detected, we examined the blood-
brain barrier permeability, which is severely damaged in
patients with Alzheimer disease and in elderly individuals,
particularly in the hippocampus.42,43 Indeed, in addition to the
negative consequences of a reduced CBF, the passage of
cytotoxic molecules through a leaky blood-brain barrier may
further affect neuronal integrity. Our results showed a region-
specific increase in blood-brain barrier permeability attribu-
table to carotid stiffness, with significant permeability in the
hippocampus and a similar trend in the frontal cortex, a region
affected in patients with vascular disorders.44,45 The vulner-
ability of the hippocampus in this carotid stiffness model can
be explained by the previously reported increases in vascular
superoxide production and microglia activation in this
region,46 which could damage the cerebral endothelium, the
site of the blood-brain barrier. It is also consistent with the
observation of impaired spatial memory and the significant
reductions in number of cerebral vessels containing collagen
type IV also seen in this region.
We expected that the altered cerebrovascular regulation,
reduced microvessel density, and the blood-brain barrier
compromise would have an impact on Ab clearance and thus
lead to Ab buildup in the brain. Our results showed a modest
increase in the ratio Ab40/Ab42 in the frontal cortex, while
no significant changes were seen in the hippocampus and
plasma. This should not rule out that arterial stiffness could
have an impact on Ab accumulation in humans. First,
endogenous murine amyloid peptides lack the aggregation-
prone amino acids that are present in human Ab, and their
expression is lower compared with humans.47,48 One way to
reexamine the proposed hypothesis would be to evaluate
whether arterial stiffness is capable of exacerbating Ab
pathology in transgenic murine models of human amyloid
overproduction. Indeed, studies in humans have reported
associations between pulse wave velocity (a clinical mea-
surement of arterial stiffness) and brain Ab burden in
nondemented adults,49,50 warranting future investigations to
better understand this association.
Taken together, our findings suggest that carotid stiffness is
sufficient to independently induce deficits in the brain micro-
circulation and to increase the blood-brain barrier permeability.
With a compromise in CBF, the proper delivery of oxygen and
nutrients to support neuronal function is disrupted, leading to
hippocampal neurodegeneration and cognitive impairments. It
should be noted that while these changes seem to appear
“early” in this model (2–3 weeks after calcification), it is at this
time point that mice with carotid calcification exhibit an
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increased beta index comparable to that of a 75 years-old
human.6 At the same time, the rapid cognitive decline in mice
may be explained by the lack of brain and cognitive reserve in
rodents. In humans, brain and cognitive reserve provides
neuroprotection and compensation in Alzheimer disease and
dementia, but also in other brain disorders,51 and can reduce
the effect of Alzheimer pathology on cognition.52 Also, the
distance between carotid and cerebral arteries is much shorter
in mice than in humans, which reduces the dampening capacity
of the murine vasculature and makes their brain more
vulnerable. Upon technical development of blood pulsatility
measures in human cerebral blood vessels, it will be possible to
adjust our model and better understand the threshold of
stiffness and blood pulsatility that could impact the brain.
Although our study provides new insights on the mecha-
nisms by which arterial function affects the brain, several
questions remain unanswered. For example, if the CBF
dysregulation were amenable to therapeutic correction, would
this prevent or delay the appearance of memory deficits in a
context of cerebral inflammation and damaged blood-brain
barrier? When should individuals with arterial stiffness qualify
for treatments? Which are the best drugs or targets? Answers
to these questions will significantly advance our understand-
ing of the impact of arterial stiffness on brain function and
help in the development of new strategies to protect the heart
and the brain in aging and hypertension.
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 Blood pressure 
Animals were acclimated to the testing apparatus during three days prior to blood pressure 
assessment. Systolic blood pressure was monitored by non-invasive tail-cuff plethysmography 
(Kent Scientific Corp, USA) two days before the periarterial application of CaCl2 or NaCl (day 0) 
and weekly for 3 weeks. Following a period of 10 minutes of acclimation, a minimum of 5 
measurements were taken until blood pressure stabilized. Following stabilization, 10 
measurements were taken per mouse and averaged for analysis. Measurements were taken at the 
same time of the day by the same experimenter. 
Autoradiography 
Resting cerebral blood flow (CBF) was measured 2 weeks after the periarterial application of NaCl 
or CaCl2 in awake mice by quantitative autoradiography, using [14C]IAP (Iodoantipirine 4-N-
Methyl-14C, Perkin Elmer, Canada) as a diffusible tracer. Under isoflurane anaesthesia (induction: 
5%, maintenance: 2%), the femoral vein was catheterized for tracer infusion. The femoral artery 
was catheterized for mean arterial pressure monitoring and blood collection. The discomfort 
caused by the surgery was treated locally with bupivacaine (Marcaine, CDMV, Canada, 4 mg/kg 
s.c.). Mice were placed in prone position with their head covered and held under minimal restraint.
Body temperature was maintained at 37 ºC. 
Tracer infusion (1 µCi / 10 g body weight, 8 ml/hour) began two hours after isoflurane anaesthesia 
was stopped. Arterial blood was collected every 5 seconds during a period of 45 seconds, with the 
first collection done before tracer infusion. At the end of the 45-second period, mice were 
decapitated, the brain was quickly removed and frozen in cold isopentane (-30 ºC) for 5-10 seconds 
Data S1.
and then stored at -80 ºC until tissue sectioning. Coronal brain sections were cut on a cryostat at 
20-µm thickness and mounted on glass slides.
Brain sections and 14C standards (American Radiolabeled Chemicals Inc., USA) were exposed to 
autoradiography films (Kodak BioMax MR Film, USA) during 10 days for densitometry analysis 
with the MCID™ Densitometry System software (MCID 7.0, Imaging Research Inc, ON, Canada). 
Plasma was obtained by centrifugation of peripheral blood at 2000 g for 20 minutes, 4°C. Plasma 
samples were placed in vials in the presence of scintillating liquid (Ultima Gold, PerkinElmer Inc., 
USA) and radioactivity was counted using a liquid scintillation counter (1219 RachBeta, LKB 
Wallac, USA). Radioactivity counts obtained were entered into the MCID™ Densitometry System 
software according to the sampling time (every 5 seconds). The software calculates CBF as a 
function of the plasma contamination curve (radioactivity counts in plasma as a function of time) 
and of the intensity of the 14C standards.  Brain sections containing the dorsal hippocampus (from 
Bregma -1.82 to -2.18 mm) were used for analysis in the following regions: visual and 
somatosensory cortex (VSCx), perirhinal and entorhinal cortex (PECx), CA1 (cornu ammonis area 
1), CA2-3 (cornu ammonis area 2-3), DG (dentate gyrus), thalamic nuclei (THA) and corpus 
callosum (CC). Four brain sections per animal were examined and data from the right hemisphere 
(corresponding to the side of the calcified carotid) was used for analysis.  
In vivo laser Doppler flowmetry 
Cerebrovascular autoregulation and CBF responses to whisker stimulation and to endothelium-
dependent and independent vasodilators were examined 2 weeks after the periarterial application 
of NaCl or CaCl2. Anaesthesia was initiated with isoflurane (induction: 5%, maintenance: 2%) and 
maintained with alpha-chloralose (50 mg/kg, i.p.) and urethane (750 mg/kg, i.p.). The femoral 
artery was cannulated with a heparinized catheter for the monitoring of mean arterial pressure and 
arterial blood gases. Animals were placed in a stereotax and artificially ventilated through the 
trachea with a nitrogen/oxygen mixture (Harvard Apparatus, Inspira Advanced Safety Ventilator). 
Body temperature was maintained at 37 ºC with a thermostatically controlled rectal probe.  
For analysis of neurovascular coupling and endothelial CBF regulation, a 2x2 mm cranial window 
was drilled above the right somatosensory cortex. The pia mater was removed and the exposed 
area was superfused with artificial cerebrospinal fluid (aCSF) (0.5 mL/min, 35ºC; composition: 
NaCl 125 mM, KCl 3 mM, NaHCO3 26 mM, NaH2PO4·H2O 1.25 mM, CaCl2·2H20 2 mM, 
MgCl2·6H2O 1mM, glucose 4 mM, ascorbic acid 0.4 mM) in the presence or absence of drugs. A 
laser Doppler probe (AD Instruments, USA) was placed above the whisker barrel area with the aid 
of a micromanipulator. Analysis of CBF began 30 minutes after the end of the cranial window 
procedure and subsequent interruption of isoflurane to allow blood gases to stabilise. Blood gases, 
pH, mean arterial pressure and CBF at baseline before the stimulations were measured to ensure 
that physiological parameters were comparable between groups (Supplemental Table 1).  
Microhemorrages 
Microhemorrages were examined with the Prussian blue staining at 3 weeks post-surgery. Brain 
sections were mounted on microscope slides (Superfrost Plus, Fisher Scientific, USA) and allowed 
to dry overnight. The next day, they were immersed in a solution of 1% potassium ferrocyanide 
(Bioshop, Canada) and 1% HCl for 30 minutes. Following this, three washes (5 minutes each) 
were carried out; two with distilled water and one with tap water followed by immersion in a 
solution of 1% Neutral Red-1% glacial acetic acid for 2 minutes. Three one-minute washes with 
tap water were done and the slides were then soaked once in 95% ethanol, once in 100% ethanol 
and twice in xylene (5 minutes each) before coverslipping (D.P.X.; Sigma-Aldrich, ON, Canada). 
Brain sections from a mouse model of hyperhomocysteinemia 1 kindly provided by Dr. Donna 
Wilcock (University of Kentucky, USA) were used as a positive control of the Prussian blue 
protocol. Micrographs were acquired with a Leitz Diaplan microscope equipped with an Olympus 
DP21 camera (Wild Leitz GmbH, Germany).  
Aβ40 and Aβ42 ELISA 
Endogenous mouse Aβ40 and Aβ42 were measured by ELISA (KMB3481 and KMB3441, Life 
Technologies, Invitrogen, USA) at 3 weeks post-surgery. Following decapitation, frontal cortex 
and hippocampus were dissected from the right hemisphere and frozen at -80 ºC until further 
analysis. Brain tissues were weighed, homogenized in 8X volumes of a guanidine solution (5M 
guanidine-HCl in 50 mM Tris-HCl, pH 8.0) and incubated 3 hours at room temperature under 
agitation. Following centrifugation (16,000 g, 20 minutes) the supernatants were recovered and 
used for analysis (in duplicate). A separate group of mice was used for plasma Aβ quantification. 
Blood was collected from the cava vein and plasma was obtained by centrifugation in heparinized 
tubes (2000 g, 20 minutes). Plasma was diluted in half and processed according to the instructions 
of the manufacturer. Aβ levels in brains were expressed as pmol/g of brain tissue and the ratio 
Aβ40/42 was calculated. 
Tau Western blot 
Body temperature was monitored at sacrifice since hypothermia is known to induce tau 
hyperphosphorylation 2, 3. Mice were killed by decapitation without anaesthesia, as anaesthesia can 
increase hypothermia-induced tau phosphorylation 4. Hippocampal and frontal cortex tissue (right 
side) were dissected and frozen on dry ice and kept at -80˚C until they were homogenized, without 
thawing, in RIPA buffer (50 mM Tris-HCl, pH 7.4, 1% NP-40, 150 mM NaCl, 0.25% Na-
deoxycholate, 1 mM EDTA, 1 mM Na3VO4, 1 mM NaF, 1 mM PMSF, 10 µl/ml) supplemented 
with a protease inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Western blots were done 
according to our published protocol 5. The following primary antibodies were used: AT8 (epitopes 
pSer202/Thr205, Thermo Fisher Scientific, MN1020), CP13 (epitope pSer202, provided by Dr. 
Peter Davies), PHF-1 (epitopes pSer396, pSer404, provided by Dr. Peter Davies), Tau1 
(dephosphorylated epitopes at Ser195, Ser198, Ser199 and Ser202, clone PC1C6, Millipore, 
MAB34200) and TauC (A0024, Dako Cytomation for total tau). Phospho-tau densitometry signals 
were normalized to total tau. Densitometry values were obtained with the Image Gauge software 
(Fujifilm, USA). 
Table S1. Analysis of blood gases, mean arterial pressure and basal CBF in laser 
Doppler flowmetry studies 
NaCl CaCl2 p value 
pH 7.36 ± 0.09 7.30 ± 0.03 0.123 
pO2 126.1 ± 7.9 124.7 ± 9.1 0.792 
pCO2 39.8 ± 3.4 42.4  ± 2.3 0.190 
Mean arterial pressure 84.0 ± 15.7 69.2 ± 15.6 0.240 
CBF at baseline 183.7 ± 44.5 186.0 ± 80.0 0.965 
CBF = cerebral blood flow. Data is expressed as mean ± SD and analyzed with a two-tailed 
Student’s t test 
Table S2. Quantitative analysis of amyloid-β peptides in brain and plasma 
NaCl CaCl2 p value 
Hippocampus Aβ40 174.5 ± 42.2 175.1 ± 31.4 0.9770 Aβ42 18.9 ± 4.3 17.4 ± 3.3 0.7587 
Frontal cortex Aβ40 260.7 ± 51.6 229.4 ± 67.8 0.2949 Aβ42 26.0 ± 5.0 21.1 ± 6.2 0.1807 
Plasma Aβ40 225.7 ± 20.1 236.0 ± 17.8 0.1768 Aβ42 24.5 ± 1.6 24.9 ± 1.6 0.8147 
Concentration is expressed in pg/ml/g tissue and data depicted as mean ± SD. Analysis was done 
with a two-tailed Student’s t test. 
Figure S1. Assessment of calcium deposition and blood pressure. (A) Examination of calcium 
deposits with the Von Kossa stain at two and three weeks post-calcification in carotid sections 
from the right hemispheres, in controls (NaCl) and in mice with carotid  stiffness (CaCl2). Scale 
bar = 50 μm. (B) Systolic blood pressure (mmHg) was measured with the tail-cuff method. 
Graph represents mean ± SD. Data was analyzed with Two Way ANOVA and the Bonferroni 
correction; n=5-8 mice/group. 
Figure S2. Assessment of locomotor activity. Locomotor activity was evaluated at two (A) and 
three (B) weeks post-calcification in controls (NaCl) and in mice with carotid  stiffness (CaCl2) by 
comparing the swimming speed (cm/sec) of mice trained in the Morris Water Maze. Data is 
displayed in box and whiskers plots, where the median is represented by the horizontal line and 
the 10th and 90th percentiles extend from the extremes of the box. No significant differences, 
unpaired Student’s t-test; 2 weeks (n=8-9); 3 weeks (n=9-13). 
Figure S3. Effect of carotid calcification on cerebral microhemorrages. Microhemorrages 
were examined with the Prussian blue reaction at 3 weeks post-surgery in brain sections from the 
right hemispheres, in controls (NaCl) and in mice with carotid  stiffness (CaCl2). Tissue was 
counterstained with 1% Neutral red-1% glacial acetic acid. Fr ctx: frontal cortex; Somatosens 
ctx: somatosensory cortex; CA1: cornu ammonis 1; DG: dentate gyrus. Scale bar = 50 μm, 
magnification = 10X, n=6/group. 
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Étude 2: Les femelles sont protégées contre les dysfonctions neurovasculaires induites par la 
rigidité artérielle chez la souris 
Par: G. Muhire, D. Vallerand et H. Girouard  
Résumé 
 Les femmes ménopausées présentent plus de risques de développer la démence 1 et l’AVC 2. Chez 
ces femmes, ces risques sont aussi associés à la rigidité artérielle 3. En effet, la rigidité des grosses 
artères conduit à une pulsatilité artérielle plus élevée qui endommage la microcirculation 4. Dans 
un modèle animal d’ischémie, les femelles ont montré une protection contre les lésions 
cérébrovasculaires et cérébrales. L'effet neuroprotecteur était associé aux œstrogènes 1. Par 
conséquent, nous avons émis l’hypothèse que les œstrogènes protègent les souris contre les lésions 
cérébrales associées à la rigidité artérielle. Pour tester cette hypothèse, nous avons utilisé un 
modèle de rigidité artérielle basé sur la calcification de la carotide. La vulnérabilité du cerveau a 
d’abord été comparée chez les deux sexes des souris C57BL/6J. Puis, des femelles ovariectomisées 
(OVX) ont été comparées aux témoins sham ainsi qu’à des femelles OVX recevant de l’estradiol. 
Le débit sanguin cérébral (CBF) a été évalué grâce à une sonde laser-Doppler sur fenêtre crânienne. 
Les propriétés mécaniques de l'artère carotide ont été évaluées ex vivo à l’aide d’un myographe de 
pression et la teneur en Ca2+ a été déterminée par la méthode colorimétrique o-cresolphtaleine 
complexone. Les résultats montrent que chez les souris mâles, la rigidité artérielle atténue 
l'augmentation du CBF induite par la stimulation des moustaches (n=5-6, p <0.05) et la superfusion 
d’acétylcholine, un vasodilatateur dépendant de l'endothélium (n=5-6, p<0.05). Les souris 
femelles étaient protégées (n=5-6). Cette protection a été supprimée par une OVX (n=5-6, p<0.05) 
et restaurée par un traitement à l’œstradiol chez la souris OVX (n=5-6). Cependant, l'estradiol n'a 
pas réduit la teneur en Ca2+ (n=5-6) des artères carotides ni amélioré leurs propriétés mécaniques. 
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Ces résultats suggèrent que les souris mâles sont plus sujettes aux dysfonctionnements 
cérébrovasculaires et que les femelles sont protégées par les œstrogènes dans les conditions de 
rigidité artérielle. Ces données pourraient expliquer l’augmentation de risque AVC et de démences 
chez les femmes ménopausées comparativement aux hommes du même âge. 
Contributions : GM a effectué les chirurgies de calcification et d’ovariectomie. GM et DV ont 
effectué des expériences et analysé des données. L'étude a été conçue par GM, DV et HG. Tous 




Females are protected from neurovascular dysfunction induced by arterial stiffness in mice 
G. Muhire1, D. Vallerand1 and H. Girouard1  
1Department of Pharmacology and Physiology, Université de Montréal, Montréal, Canada. 
Abstract 
Postmenopausal women are more likely to develop dementia 1 and stroke 2. In these women, the 
risk is also associated with arterial stiffness 3. The stiffness of large arteries leads to a higher arterial 
pulsatility that damages the microcirculation 4. In an animal model of ischemia, females have 
shown protection against cerebrovascular and cerebral lesions. The neuroprotective effect was 
associated with estrogens 5. Therefore, we hypothesized that estrogens may protect mice against 
brain damage associated with arterial stiffness. To test this hypothesis, we used a model of arterial 
stiffness based on carotid calcification. The vulnerability of the brain was first compared in both 
sexes of C57BL / 6J mice. Then, ovariectomized females (OVX) were compared to sham controls 
as well as OVX females receiving estradiol. The cerebral blood flow (CBF) was evaluated using 
a laser-Doppler probe on cranial window. The mechanical properties of the carotid artery were 
evaluated ex vivo using a pressure myograph and the calcium content was determined by the 
colorimetric o-cresolphtaleine complexone method. The results show that in male mice, arterial 
stiffness attenuates the increase in CBF induced by whisker stimulation (n = 5-6, p <0.05) and the 
superfusion of acetylcholine, an endothelium-dependent vasodilator (n = 5-6, p <0.05). Female 
mice were protected (n = 5-6). This protection was suppressed by OVX (n = 5-6, p <0.05) and 
restored by estradiol treatment in OVX mice (n = 5-6). However, estradiol did not reduce the 
calcium content (n = 5-6) of the carotid arteries nor improve their mechanical properties. These 
results suggest that male mice are more prone to cerebrovascular dysfunction and that females are 
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protected by estrogen under arterial stiffness conditions. These data may explain the increased risk 
of stroke and dementia in postmenopausal women compared to men of the same age. 






Women have a higher risk of developing Alzheimer’s disease 1 than age matched men 6.  One 
important risk factor for dementia is arterial stiffness independently of high blood pressure 7. A 
proposed mechanism that link arterial stiffness and dementia is that cerebrovascular resistance 
may link elevated carotid-femoral pulse wave velocity (a measure of arterial stiffness in the clinic) 
and lower performance on memory tests 8. Indeed, stiff big arteries lose their capacity to smooth 
out the fluctuation in blood pressure over the cardiac cycle and ensure a constant tissue perfusion 
and loss of pulsatility in small vessels. The subsequent increased pulsatility induces downstream 
vascular alterations and decreases the capacity of small vessels to dilate 9, limiting oxygen and 
nutrients delivery to the cerebral parenchymal tissue. This will affect neuronal functions and 
ultimately lead to neurodegeneration, cerebral atrophy and the disruption of cognitive processes 
10-12.  
Conflicting reports have looked into the sex related differences associated with the level of arterial 
stiffness. However, there is a clear association between increased arterial stiffness and all-cause 
and cardiovascular mortality which is almost three-fold higher in women than men 13. Some studies 
reported, a higher arterial stiffness, in women after menopause 14-18. But these reports were 
contradicted by reports showing there was no effect of menopause on artery stiffness 19-21 
attributing the increase to aging. This discrepancy was due to wide age ranges of patients or 
different measuring techniques used.  
Interestingly, female have exhibited protection ischemic brain injury. The neuroprotective effect 
was associated with estrogens in various animal models of ischemia 5. The declining level of 
estradiol in plasma after ovariectomy was associated with more brain damage under 
neurodegenerative conditions 22-24 and estradiol treatment in ovariectomized animals reduced brain 
75 
 
damage 22. In humans, the estrogen decline after menopause is associated with increased risks of 
cardiovascular diseases 25 and brain disorders 26. Also, estrogens act directly on arteries to reduce 
vascular resistance, enhance elastic properties, reduce collagen deposition and increase elastin 
deposition in human and animal models 27. We recently developed a new murine model of arterial 
stiffness based on carotid calcification, and using this model we demonstrated that the carotid 
stiffness induces cerebrovascular dysfunction 28 and cognitive impairment 10. In this study, we 
aimed to better understand sex implication and estrogen effect in the level of induced arterial 
stiffness but also its consequence on brain homeostasis. Using the calcification model, we sought 
to determine sex and estrogens impact on the carotid artery calcification and mechanical properties 
as well as on cerebrovascular reactivity.  
Material and methods 
Animals 
All procedures were approved beforehand by the Animal Care Committee of the Université de 
Montréal and were performed in accordance with the guidelines of the Canadian Council on 
Animal Care (Protocol number: 18-128). Ten to twelve-week-old male and female C57BL/6 mice 
(Charles River Laboratories, Canada) were housed individually in a temperature-controlled room 
and maintained on a 12-h light/12-h dark cycle with ad libitum access to water and to standard 
rodent diet (Envigo, USA). Following acclimation, mice were randomly assigned to two groups 
receiving either a periarterial application of NaCl (control group) or CaCl2 (carotid stiffness 
group). For each experiment, a minimum of n= 5-6 animals was used per group.  
Carotid calcification surgery 
Animals were handled during the two days preceding the surgery. Carotid calcification was done 
as described previously 29. Briefly, mice were anesthetised with a mixture of ketamine/xylazine 
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(90 mg/kg; 6 mg/kg, CDMV, Canada and Bayer Inc., Canada, respectively) and the right common 
carotid artery was carefully isolated and a small piece of sterile parafilm was slid underneath. A 
sterile gauze (5 mm x 5 mm) soaked in 0.3M CaCl2 (Sigma- Aldrich, ON, Canada) was applied on 
the carotid artery for 20 min. The gauze was then removed and the incision sutured. Control 
animals received a sterile compress soaked in 0.9% NaCl in identical conditions. Carprofen 
(Rimadyl, CDMV, Canada, 5 mg/kg) was injected subcutaneously as anti-inflammatory after the 
surgery and was administered every 24 hours during two consecutive days. The day of the surgery 
mice also received bupivacaine hydrochloride (Marcaine, CDMV, Canada, 4 mg/kg subcutaneous 
injection) at the site of the incision, and trimethoprim sulfadiazine (Tribrissen, CDMV, Canada 30 
mg/kg subcutaneous injection) every 24 hours for 3 consecutive days to prevent infections. The 
weight of the animals was monitored weekly after the surgery to verify good recovery.  
Ovariectomy, estradiol administration, and estradiol assay  
Following arterial calcification surgery, an aseptic bilateral ovariectomy was carried via a dorsal 
incision on female mice (OVX group) as previously described 30. Briefly, a 2-3 cm midline incision 
was made in the skin. One cm lateral of the midline, another incision was made through the fascia. 
Under this fascia in the abdominal cavity, the adipose tissue surrounding the ovary was pulled out. 
After the ovary identification, the uterine horn and vessels were ligated 0.5-1 cm proximally of 
this structure. The ligated ovary and adipose tissue were then sectioned. The same procedure was 
repeated in the contralateral fascia 30. Half of the animals from this group received 17 β-estradiol 
(1 μg in 100 μL in sesame oil sc) (Sigma- Aldrich, USA) administered at 9:00 AM daily for 6 days 
31 (OVX+ estradiol group). The rest of the mice received a vehicle in the same manner (sesame 
oil, 100 μL sc; OVX+ vehicle group). A third group was used as control group (CTL group) and 
did not undergo ovariectomy. At the end of each experiment, blood was collected. Plasma estradiol 
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levels were measured with ELISA (Cayman Chemical, USA) according to the manufacturer’s 
instructions 31. Vaginal smear was sampled on female mice to determine the link between estrous 
cycle stage and cerebrovascular protection as previously described 32, 33. Briefly, the vaginal 
secretion was collected from mice, using the tip of plastic pipette filled with saline 0.9% introduced 
in the vagina and the liquid was flushed to collect the sample. The final flush containing vaginal 
fluid was placed on a glass slide. The slide was air dried and then stained with Jorvet stain 
(Jorgensen Laboratories, USA) for 45 seconds. The slides were rinsed with water, overlaid with a 
coverslip, and viewed immediately in the microscope at 10 magnification. The stage of the estrous 
cycle was determined based on the presence or absence of leukocytes, cornified epithelial, and 
nucleated epithelial cells. 
In vivo laser Doppler flowmetry 
CBF responses to whisker stimulation, endothelium-dependent and independent relaxation were 
examined two weeks after surgery. Anesthesia was initiated with isoflurane (induction: 5%, 
maintenance: 2%) and maintained with alpha-chloralose (50 mg/kg, i.p.) and urethane (750 mg/kg, 
i.p.). The femoral artery was cannulated with a heparinized catheter for the monitoring of mean 
arterial pressure and arterial blood gases. Animals were placed in a stereotax and artificially 
ventilated through the trachea with a nitrogen/oxygen/ CO2 mixture (Harvard Apparatus, Inspira 
Advanced Safety Ventilator). Body temperature was maintained at 37 ºC with a thermostatically 
controlled rectal probe. A 2x2 mm cranial window was drilled above the somatosensory cortex. 
The pia mater was removed and the exposed area was superfused with artificial cerebrospinal fluid 
(aCSF) (0.5 ml/min, 35ºC; composition: NaCl 125 mM, KCl 3 mM, NaHCO3 26 mM, 
NaH2PO4H2O 1.25 mM, CaCl22H2O 2 mM, MgCl26H2O 1mM, glucose 4 mM, ascorbic acid 0.4 
mM). A laser Doppler probe (AD Instruments, USA) was placed above the whisker barrel area 
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(right side) with the aid of a micromanipulator for CBF monitoring. Analysis of CBF responses 
began 30 minutes after the end of the cranial window procedure to allow blood gases to stabilize. 
Blood gases were measured at the beginning and at the end of the CBF experiment.  
Neurovascular coupling was examined with three whisker stimulations (1-minute duration, spaced 
every 3 minutes) on the contralateral side from the probe location. Endothelium-dependent CBF 
responses were measured after the superfusion of acetylcholine (Ach, 10 μM, Sigma- Aldrich, 
Canada) during 5 minutes followed by a 15 minutes aCSF superfusion to restore CBF responses 
to basal levels. Endothelium-independent CBF responses were examined with the superfusion of 
sodium nitroprusside (SNP 50 μΜ, Sigma- Aldrich, Canada), a nitric oxide donor. Relative 
changes in CBF (% increase in CBF after stimulation) were analyzed with the LabChart6 Pro 
software (v6.1.3, AD Instruments, USA).  
Carotid mechanical properties study 
Mechanical properties were assessed as previously described 34. Carotid arteries were mounted on 
a pressure myograph (Living Systems Instrumentation) and pressurized at 60 mmHg. Diameter 
changes were measured by video microscopy from 60 to 180 mmHg with steps of 20 mmHg in a 
Ca2+‐free physiological salt solution (pH 7.4; 130 mmol/L NaCl, 4.7 mmol/L KCl, 1.18 mmol/L 
KH2PO4, 1.17 mmol/L MgSO4, 14.9 mmol/L NaHCO3, 0.023 mmol/L EDTA, and 10 mmol/L 
glucose) containing 1 mmol/L EGTA to abolish myogenic tone and to only evaluate the 
mechanical properties of the arteries. The initial diameter of 60 mmHg was noted to assess the 
carotid's radius. The circumferential wall strain (%) was determined by (D−Dinitial mm Hg)/Dinitial mm 
Hg), where D is the diameter at a given pressure and Dinitial mm Hg is the initial diameter at 60 mmHg. 
The incremental distensibility (%/mmHg) was determined by (D1−D0)/(D1×ΔP)×100, where D0 
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and D1 are the internal diameters before and after pressure increment, respectively, and ΔP is the 
change in pressure (20 mmHg). 
Calcium determination 
The carotid tissues were dried at 55 ºC in heating blocks and decalcified with formic acid 10% 
(30μl/mg dried tissue) at 4°C overnight. Ca2+ released from the lyophilized tissues was determined 
colorimetrically using a reaction with o-cresolphtalein complexone, according to the 
manufacturer’s specifications (Sigma-Aldrich, Canada). Data were calculated as micrograms per 
milligrams of dried tissue, using a calibration curve as previously described 35, 36. 
Statistical analysis 
Data analysis was performed with the GraphPad Prism software (v5.00a, California, USA). 
Vascular Ca2+ content was assessed by one-way ANOVA with Tukey's post-hoc test. A two-way 
ANOVA with Bonferroni post-hoc test was used to assess sex and surgery effect and their 
interaction on cerebrovascular reactivity and for ELISA data analysis. A repeated measures 
ANOVA followed by Bonferroni post-hoc test was used for the mechanical properties data. 
Statistical significance was set at p < 0.05. Precise statistical data are reported in the figure legends. 
Results 
Effect of carotid stiffness on vascular reactivity in male and female mice 
There were no differences in CBF increase in responses to whisker simulation, Ach or SNP 
between male and female control (NaCl) groups (Figure 1a-c, n=5-6/ group). In male mice, 
calcification decreased the response to whisker stimulation and Ach (Figure 1 a-b, p< 0.05, n=5-
6/ group) but did not affect the CBF response to SNP (Figure 1c, n=5-6/ group). Calcification did 
not affect the response to whisker stimulation, Ach or SNP in female mice (Figure 1a-c, n=5-6/ 
group). The basal CBF was similar across all groups (Figure 1d, n=5-6/ group). 
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Effect of ovariectomy and estrogen replacement on vascular reactivity 
In order to determine whether the CBF response in calcified female mice was associated with 
estrogen, we used the menopause model of ovariectomy to deplete estrogen level. Estradiol 
measures in plasma showed a slight decrease in OVX+ vehicle group compared to intact female 
mice (Figure 2), but the vaginal smear cytology examination showed the absence of cells 
suggesting the absence of cycle as a consequence of ovariectomy (Figure 6 e). The estradiol 
administration increased estradiol level in plasma (Figure 2, **p<0.01, n=5-6) and restored the 
estrous cycle as confirmed by the vaginal smear cytology (Figure 6 a-d) in OVX female with and 
without carotid calcification. In female control group, the CBF responses to whisker simulation, 
Ach or SNP was not affected by calcification (Figure 3a-c, n= 5-6). However, in the OVX + vehicle 
group, calcification attenuated the CBF increase in response to whisker stimulation and Ach but 
not to SNP similarly to male calcified mice (Figure 3a-c, *p<0.05, n= 5-6). In addition, we sought 
to determine whether estradiol replacement could reverse calcification effects observed in OVX + 
vehicle group. In this group, estradiol treatment increased the CBF response to whisker stimulation 
and Ach at the level of control group. Also, the basal CBF was similar across all groups (Figure 
3d, n=5-6/ group). 
Effects of ovariectomy and estrogen replacement on carotid mechanical properties 
We determined the carotid compliance and distensibility to assess the mechanical properties in 
male and female mice. In both sex, calcification reduced compliance as shown by a circumferential 
decrease in pressure varying from 100-180 mmHg (Figure 4a, c; ** p< 0.01, *** p< 0.001, **** 
p< 0.0001, n=5) compared to control (NaCl) groups. Also, carotid calcification decreased the 
incremental distensibility between 80- 100 mmHg (Figure 4b, d; *p< 0.05, *** p< 0.001, n=5). 
There was no sex difference observed, and estradiol treatment did not show any effect on carotid 
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artery mechanical properties. Finally, ovariectomy did not induce stiffness in female mice without 
a calcified carotid artery. 
Calcium content 
The carotid calcium concentration was measured in calcified animals. The results did not show 
any difference between male and female mice including control, OVX + vehicle and OVX 
estradiol mice (Figure 5, n= 5-6). 
Discussion 
In the present study, we investigated sexual dimorphism of cerebrovascular vulnerability to arterial 
stiffness. We also tested whether estradiol may provide neuroprotection against cerebrovascular 
dysfunction induced by arterial stiffness. As expected, unlike males, female mice are protected 
from cerebrovascular injury. In female mice, arterial stiffness did not attenuate the CBF increase 
induced by whisker or endothelium-dependent stimulations. This protection was suppressed by 
ovariectomy and was restored by estradiol treatment in OVX mice. However, estrogen did not 
reduce calcium content in carotid arteries nor improve mechanical properties in this model. These 
results suggest that estradiol is responsible for the decreased cerebrovascular vulnerability to large 
artery stiffness in female mice. 
In our study, the increase in CBF induced by whisker stimulation, Ach and SNP was not sex related 
as it was similar in both male and female control groups. Neither did ovariectomy modify this 
response. Consistent with this, it was reported that resting CBF and CBF response to Ach or 
whisker stimulation were not different in males, females and ovariectomized mice 37 or in rats 38, 
39. Although we did not find any difference in CBF increase between sexes in our control groups, 
our findings show the response to whisker stimulation and Ach was impaired in male mice with a 
calcified carotid artery while it remained comparable to control groups (male and intact female) 
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and in female mice with a calcified carotid artery. However, the effect of the NO donor, SNP, 
remained similar across all groups suggesting that arterial stiffness does not alter vascular smooth 
muscle dependent responses.  
Similarly, prior studies have reported the premenopausal female protection from cerebrovascular 
damage 37, 40, 41. The protection from arterial stiffness effects observed in female mice compared 
to males was abolished by ovariectomy. Estradiol administration to OVX mice restored the estrous 
cycle, enhanced estradiol in plasma and reversed the cerebrovascular dysfunction previously 
observed in OVX mice, confirming that estradiol provides protection from cerebrovascular effects 
of arterial stiffness. This is in agreement with previous reports which showed the estradiol 
protection against cerebrovascular damage associated with acute 40 and chronic 37 administration 
of Ang II in female mice. This protection was effective in proestus and estrous phase when 
estrogen levels in plasma are high 40. In our study, this protection was not cycle-dependent because 
the female group mostly in metestrus and diestrus (4 out of 5) were protected. This may be 
explained by the estrogen chronic treatment which provided protection on a longer period in our 
study.  
Despite a clearly observed effect of ovariectomy in smear cytology examination, the plasma 
estradiol concentration results did not show any difference between ovary-intact and OVX female. 
There are two explanations for this observation. Firstly, we used randomly cycling female as 
control, and after smear cytology examination, very few of them were in the proestrus and estrous, 
phases with high estradiol concentration in plasma. Secondly, due to antibody cross-reactivity with 
another steroid, steroid metabolite or plasma compound, it is possible to falsely detect estradiol in 
OVX mice 42. 
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Regarding the mechanical properties, we found that carotid compliance and distensibility were 
altered in male mice with a stiff carotid artery as previously reported 34. These properties were 
similarly affected in normal and OVX female mice with a calcified carotid artery with or without 
estradiol replacement. Estradiol did not improve carotid mechanical properties. Two recent studies 
have reported that estradiol reduces stiffness of pulmonary artery 43 and carotid artery 44. This 
discrepancy may be explained by the failure to reduce the carotid calcium content inherent to our 
stiffness model. While in some studies, postmenopausal women display a decline of distensibility 
44 and an increment of arterial stiffness 45, other authors did not reach the same conclusion 19. For 
O'Neill et al. 19, age rather than menopause itself, had the strongest correlation with arterial 
stiffness increment. In agreement, a menopause-like condition induced by OVX did not induce 
stiffness as no difference was found between our control and OVX female groups. This may be 
due to the young age of animals in our model and the brief period between the calcification surgery 
and the assessment of stiffness but we do not exclude this possibility in older OVX mice. 
Previous studies in our laboratory, using this arterial stiffness model in males have demonstrated 
that this condition induces neuroinflammation following ROS generation. This inflammation was 
associated with neurodegeneration in the hippocampus 28, cerebrovascular dysfunction and 
ultimately, memory impairment. As reviewed 46-49, estrogen acts at different levels to protect the 
brain. The neuroprotection mechanism involves direct action on neurons but also on nonneuronal 
cells. The possible neuroprotective actions include brain perfusion improvement 50, anti-
inflammatory effects 51, 52, antioxidant action 53, glucose transport enhancement 54 and 
antiapoptotic effects 55. 
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Conclusion and perspectives 
Our study provides evidence that females are protected from deleterious effects of arterial stiffness 
on cerebrovascular function and that male mice are vulnerables to these effects. This protection in 
female mice was annihilated by OVX and restored by estradiol treatment. Further studies are 
needed to determine other mechanisms involved in the oestrogen neuroprotection. Also it would 
be interesting to see whether this neuroprotection would eventually prevent the cognitive decline 
we previously observed as a consequence of arterial stiffness. Finally, as estrogen can be produced 
in brain 46, 56, it is of the highest importance to understand the role of the neuronal derived estradiol 
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Figure and Legends 
 
Figure 1. Effect of carotid calcification on cerebrovascular responses in male and female mice. 
CBF responses to whisker stimulation (a), endothelium-dependent acetylcholine (b), or 
endothelium-independent SNP (c) and basal CBF (d) were measured by laser Doppler flowmetry 
two weeks after the periarterial application of NaCl or CaCl2. Data are means ± SEM. *p < 0.05; 























































































Figure 2. Plasma estradiol measurement in female mice. Estradiol level were measured in non-
ovariectomized (CTL) and ovariectomized mice (OVX) with administration of sesame oil (V) or 
estradiol (E) 1µg/100µL s.c. for 6 days two weeks after the periarterial application of NaCl or 



































Figure 3. Effect of carotid calcification on cerebrovascular responses in female mice. CBF 
responses to whisker stimulation (a), endothelium-dependent acetylcholine (b), or endothelium-
independent SNP (c) and basal CBF(d) were measured by laser Doppler flowmetry two weeks 
after the periarterial application of NaCl or CaCl2 in non-ovariectomized (CTL) and 
ovariectomized mice (OVX) with administration of sesame oil (V) or estradiol (E) 1µg/100µL s.c. 





























































































Figure 4. Effect of carotid calcification on mechanical properties. Compliance and distensibility 
in male and female mice (a,b) and in non-ovariectomized (CTL) and ovariectomized mice (OVX) 
with administration of sesame oil (V) or estradiol (E) 1µg/100µL s.c. for 6 days were evaluated by 
a pressure myograph two weeks after the periarterial application of NaCl or CaCl2 . Data are means 
± SEM. *p < 0.05, ** p< 0.01, ***p< 0.001, ****p< 0.0001, two-way-ANOVA with Bonferroni 
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Figure 5.  Calcium content in the carotid artery. Calcium content in male, in non-ovariectomized 
(F CTL) and ovariectomized mice (OVX) with administration of sesame oil (V) or estradiol (E) 
1µg/100µL s.c. for 6 days were evaluated by a colorimetric reaction with o-cresolphtalein 
complexone two weeks after the periarterial application of CaCl2. Data are means ± SEM, n= 5–



























                              
a. Proestrus        b. Estrus 
                                           
c. Metestrus       d. Diestrus 
 
e. Absence of estrus cycle 
Figure 6. Estrous cycle. Three cell types are identified: nucleated epithelial (white arrow), 
cornified epithelial (black arrow), and leukocytes (circle). Stages of estrous include proestrus (a), 
estrus (b), metestrus (c), diestrus (d). Estrous cycle was determined two weeks after ovariectomy 
by vaginal cytology in non-ovariectomized (a-b) and ovariectomized mice (OVX) with 
administration of estradiol 1µg/100µl (estrus cycle restored, c-d) or sesame oil (absence cells 
suggesting the absence of of estrus cycle, e) s.c. for 6 days. Scale = 50µm, Magnification = 10X 
(Microscope Diaplan, Leitz). 
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Étude 3: La VK prévient les troubles cognitifs associés à la rigidité artérielle dans un modèle 
murin de calcification artérielle 
Par : G. Muhire, MC. Racine, B. Ouliass, H. Girouard et G. Ferland 
 
Résumé 
Les études épidémiologiques ont démontré une corrélation positive entre la rigidité artérielle et les 
troubles de la mémoire. La vitamine K(VK) est impliquée dans la prévention de la calcification 
vasculaire via différentes protéines dépendantes de VK notamment la protéine Gas6 et la protéine 
S (PS), car elles doivent subir une carboxylation post-traductionnelle pour devenir biologiquement 
actives. Dans le système vasculaire, Gas6 a une action anti-inflammatoire et favorise la clairance 
des corps apoptotiques. La PS favorise également la phagocytose des corps apoptotiques par les 
macrophages. À travers ces actions, Gas6 et PS participent à l'inhibition de la calcification 
vasculaire. Dans le cerveau, la VK a des effets bénéfiques sur la cognition via les protéines VKD 
mais également par des actions spécifiques de ses vitamères. Dans cette étude, nous avons examiné 
si les vitamines K (K1 et MK4) pouvaient inverser les effets de la rigidité artérielle sur le cerveau 
dans un modèle murin de rigidité artérielle basé sur la calcification de la carotide. Les souris ont 
été mises sous régime de K1 pauvre (0,1 mg / kg), normal (1 mg / kg) ou enrichi (10 mg / kg); et 
sous régime de MK-4 pauvre (10 mg / kg) normal (50 mg / kg) et enrichi (100 mg / kg). Chaque 
régime comprenait un groupe contrôle (NaCl) et un groupe avec carotide calcifiée (CaCl2). Les 
performances cognitives ont été évaluées avec la piscine de Morris. Le débit sanguin cérébral 
(CBF) au repos a été déterminé par autoradiographie. La concentration de K1 et MK-4 dans le 
cerveau a été mesurée par HPLC. Les protéines dépendantes de VK (Gas6, PS) ont été mesurées 
par Western blot. Enfin, la teneur en Ca2+ a été déterminée par méthode colorimétrique. Les 
performances d'apprentissage n’étaient pas statistiquement différentes chez les animaux traités 
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avec le CaCl2 et les animaux traités avec le NaCl aux doses de K1 et MK4 étudiées. Cependant, 
lorsque les groupes ont été combinés, un effet de la diète a été observé et les souris du groupe MK-
4 100 présentaient les meilleures performances d'apprentissage (p< 0.05). En revanche, une 
altération de la consolidation de la mémoire a été observée chez des souris nourries avec des 
régimes faibles en VK (K1 0,1 et MK-4 10). Deux semaines après la chirurgie, la calcification de 
la carotide a atténué significativement le CBF au repos dans plusieurs régions du cerveau, y 
compris le cortex périrhinal et entorhinal, l'hippocampe et le thalamus (p< 0.05) chez les souris 
ayant un régime K1 pauvre et normal mais pas dans le régime enrichi de K1 et les régimes de MK-
4 100. La MK-4 s'est révélé être la principale forme de VK dans le cerveau des souris et a augmenté 
en fonction de l'apport de VK dans l'alimentation. Nos résultats démontrent également une 
modulation de l'activité des protéines dépendantes de VK, à savoir Gas6 par K1 et MK-4 et PS par 
MK-4. La concentration en Ca2+ dans l'artère carotide a été réduite à la fois par la K1 et la MK-4 
et ce, de façon dose dépendante. Ces résultats suggèrent que la VK peut atténuer les effets de la 
calcification vasculaire sur le cerveau et améliorer la fonction cognitive en partie en rétablissant le 
CBF au repos en limitant la calcification vasculaire mais aussi en augmentant l'activité de la Gas6 
et la PS dans le cerveau. 
Mots-clés: VK, rigidité artérielle, calcification de la carotide, débit sanguin cérébral au repos, 
déficience cognitive 
 
Contribution : GM, MCR et BO ont effectué les expériences. GM a analysé des données. 
L'étude a été conçue par GM, HG et GF. GM, HG et GF ont contribué à la rédaction et à la 
révision du manuscrit.  
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Abstract 
Epidemiological studies have pointed to positive correlation between arterial stiffness and memory 
impairment. Vitamin K is involved in the prevention of vascular calcification via different VK-
dependent proteins notably Gas6 and PS, as they need to undergo post-translational carboxylation 
to become biologically active. In the vascular system, Gas6 has an anti-inflammatory action and 
promotes the clearance of apoptotic bodies. PS also promotes phagocytosis of apoptotic bodies by 
macrophages. Through these actions, Gas6 and PS participate in the inhibition of vascular 
calcification. In the brain, VK has beneficial effects on cognition via VKD proteins but also 
through specific actions of its vitamers. In this study, we investigated whether vitamin K (K1 and 
MK4) could reverse arterial stiffness effects on brain’s health in a newly developed murine model 
of arterial stiffness based on carotid calcification. Mice were put on K1 - poor (0.1 mg / kg) normal 
(1 mg / kg) or enriched (10 mg / kg) diets; MK-4 - poor (10 mg / kg) normal (50 mg / kg) and 
enriched (100 mg / kg) diets. Each diet comprised a sham (NaCl) group and a calcified carotid 
(CaCl2) group. Cognitive performance was assessed with the Morris water maze. The resting 
cerebral blood flow (CBF) was determined by autoradiography. The concentration of K1 and MK-
4 in the brain was measured by HPLC. VK-dependent proteins (Gas6, Protein S) were measured 
by Western blot. Finally, calcium content was determined by colorimetric method. Learning 
performances were not statistically different in CaCl2-treated and NaCl-treated animals at any of 
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the K1 and MK4 doses investigated. However, when groups were combined, a diet effect was 
observed mice from the MK-4 100 mg / kg group showing the best learning performance (p< 0.05). 
In contrast, a memory recall was found to be altered by the calcium treatment, mice fed the lower 
VK diets (K1 0.1 and MK-4 10) showing poorer performances than their corresponding controls 
(p< 0.05). Two weeks post-surgery, the calcium treatment significantly attenuated resting CBF in 
several brain regions including the perirhinal and entorhinal cortex, hippocampus and thalamus 
(p<0.05) in mice fed poor and normal K1 diet but not in enriched K1 and MK-4 100 diet. MK-4 
was found to be the major form of VK in mice brain and increased as a function of VK intake in 
diet. Our findings also demonstrate the modulation of VK dependent proteins activity namely, 
Gas6 by both K1 and MK-4 and PS by MK-4. The calcium concentration in the carotid artery was 
reduced by both K1 and MK-4 vitamers (p< 0.05). This effect was dose dependent in both vitamers. 
These results suggest that vitamin K can oppose the effects of vascular calcification on brain and 
improve cognitive function, in part, by restoring resting CBF, by limiting vascular calcification, 
and by increasing Gas6 and PS activity in brain. 
Keywords: Vitamin K, arterial stiffness, carotid calcification, resting cerebral blood flow, 




Vitamin K (VK) has been known for its classical role in coagulation 1. Recently, other 
physiological roles of VK have emerged in the nervous 2 and the cardiovascular systems 3. In the 
nervous system, VK is involved in sphingolipid metabolism 4 and myelin synthesis 5 and MK-4 
has a protective action in inflammatory processes 6, 7. Especially, VK was associated to the 
cognitive impairment prevention in epidemiological 8, 9 and animal studies 10, 11. In old rats, a 
lifetime consumption of a low-VK diet leads to cognitive deficit 10 while in humans a high VK 
intake was associated with better cognitive performance in older adults 9.  
VK modulates the biological activation of VK-dependent proteins (VKDPs) by a post-translational 
carboxylation that converts their glutamate (Glu) residues into gamma-carboxyglutamate (Gla) 12. 
Notably, VKDPs Gas6 and PS and their receptors are expressed in the nervous system 13. Gas6 has 
been shown to possess anti-apoptotic action on neurons 14-16 and Schwann cells 17 and it has been 
involved in processes such as cell proliferation, differentiation 18, pro-inflammatory cytokines 
reduction 19 and myelination regulation 20-23. Protein S has been shown to have antithrombotic 
action and protects neurons during ischemic brain injury 24 maintain the BBB integrity 25. Protein 
S also plays an important role in tissue repair processes in the central nervous system by 
suppressing the proliferation of astrocytes 26 and regulates the quiescence and hippocampal 
neurogenesis 27. In the vascular system, Gas6 has been shown to inhibit apoptosis and enhance cell 
survival of vascular smooth muscle 28 and endothelial cells 29 and to promote phagocytosis of 
apoptotic cells 30. Gas6 is also involved in vascular remodeling and angiogenesis 31, 32. Another 
VKDP, matrix gla protein, regulates vascular calcification 33.   
VK exists mainly in the form of phylloquinone (K1) and menaquinone-4 (MK-4). K1 is synthesized 
in green plants and menaquinone-4 (MK-4) is found in animal products (meat, dairy products) but 
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also comes from the conversion of dietary K1 
34. In the brain, MK-4 is the dominant form of VK 
(99%) 10. VK antagonists such as warfarin inhibit vitamin K epoxide reductase enzyme (VKOR). 
This  results in depletion of hydroquinone (KH2), the cofactor of γ-glutamyl carboxylase (GGCX), 
necessary for the biological activation of VKDPs 35. The warfarin vascular calcification model is 
based on this effect and warfarin treatment increases vascular calcification as it generates the 
production of inactive form of MGP 36. Warfarin also reduces MK-4 biosynthesis in brain 11, 37, 38 
and ultimately induces cognitive impairment 11.  
Arterial stiffness has been associated with cognitive impairment and dementia in epidemiologic 
studies 39 and it may be a consequence of aging or hypertension. High blood pressure causes 
damage to the arterial wall, which promotes stiffness, while arterial stiffness increases systolic 
blood pressure 40, 41. Recently, a new model of arterial stiffness was developed. This model is based 
on the carotid calcification by applying CaCl2 on the artery, leading to stiffness due to an 
accumulation of calcium in the arterial wall 42. Specifically, arterial stiffness using this model has 
been shown to induce oxidative stress and inflammation in brain, and neuronal degeneration 
mostly in the hippocampus which has a paramount role in cognitive functions 42. Furthermore, this 
model has been associated with cognitive deficit 43.  
In this study, we investigated the potential for the K vitamers (K1 and MK4) to reduce carotid 
calcification and attenuate the previously observed detrimental effects of carotid calcification on 
cognition. Specifically, we investigated the role of VK in modulating CBF and the potential 
implication of the VKDPs, Gas6 and PS.  
101 
 
Material and methods 
Animals 
All procedures were approved by the Animal Care Committee of the research centre of Sacré-
Coeur hospital and were performed in accordance with the guidelines of the Canadian Council on 
Animal Care (Protocol number: 18-128). Ten to twelve-week-old male C57BL/6 mice (Charles 
River Laboratories, Canada) were housed individually in a temperature-controlled room and 
maintained on a 12-h light/12-h dark cycle with ad libitum access to food and water. Mice were 
put on K1 - poor (0.1 mg / kg diet), normal (1 mg / kg diet), or enriched (10 mg / kg diet) diets and 
MK-4 - poor (10 mg / kg diet), normal (50 mg / kg diet), or enriched (100 mg / kg diet) diets 
(Research diet, Inc., USA). Each diet comprised a sham (periarterial application of NaCl) group 
and a calcified carotid (arterial stiffness group, CaCl2) group. The precise number of animals used 
per group for each experiment is specified in the figure legends.  
Carotid calcification surgery 
Animals were handled during the two days preceding the surgery. Carotid calcification was 
induced as described previously 42. Briefly, mice were anesthetised with a mixture of 
ketamine/xylazine (90 mg/kg; 6 mg/kg, CDMV, Canada and Bayer Inc., Canada, respectively) and 
the right common carotid artery was carefully isolated by sliding a small piece of sterile parafilm 
underneath. A sterile gauze (5 mm x 5 mm) soaked in 0.3M CaCl2 (Sigma, USA) was applied on 
the carotid artery for 20 min. The gauze was then removed and the incision sutured. Control 
animals were treated with a sterile compress soaked in 0.9% NaCl in identical conditions. 
Carprofen (Rimadyl, CDMV, Canada, 5 mg/kg) was injected subcutaneously after surgery and 
was administered every 24 hours during two consecutive days to prevent inflammation. On the 
day of the surgery, mice also received bupivacaine hydrochloride (Marcaine, CDMV, Canada, 4 
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mg/kg subcutaneous injection) at the site of the incision, and trimethoprim sulfadiazine 
(Tribrissen, CDMV, Canada 30 mg/kg subcutaneous injection) every 24 hours for 3 consecutive 
days to prevent infections. The weight of the animals was monitored weekly after the surgery to 
verify good recovery.  
Morris Water Maze  
Spatial learning and memory were assessed at three weeks following the periarterial application 
of NaCl or CaCl2. The testing arena consisted of a circular pool 160 cm in diameter filled with 
water made opaque with skim milk powder. The temperature of the water was kept at 18-19 C. 
The pool was divided into four virtual quadrants referred as North, South, East, and West. A clear 
plexiglas escape platform (10 cm diameter) was placed 1.5 cm beneath the surface in the SW 
quadrant. The test consisted of 5 training days (D1-D5) during which mice were allowed three 60 
sec trials per day to find the escape platform. Each trial was 20 min apart. An average of the time 
spent to locate the platform (latency) during the three trials was calculated per day. The cue and 
probe tests were conducted on day 6. During the cue test, water was removed so that the escape 
platform could be visible. Animals with visual impairments were excluded from the analysis. To 
assess memory recall with the probe test, the platform was removed and two 30 sec trials, separated 
60 min apart, were conducted to assess time spent in the target quadrant (the quadrant where the 
platform was originally located). We also assessed the distance traveled in the target quadrant and 
the number of crossings of the square corresponding to the initial location of the platform. The 
combination of the last two parameters was used as a performance index (% of mice with at least 
35 % of distance in the target quadrant and at least 2 target crossings) which reflects accuracy in 
search strategy 44. Data was acquired with the Smart video tracking software (Smart V 3.0.01 




Once the behavior tests were performed, the mice were anesthetized by intraperitoneal injection 
of a mixture of Ketamine / Xylazine (100/10 mg / kg) and sacrificed. Brain samples were collected, 
immersed in liquid nitrogen then stored at -80 °C. Brain tissues were mixed with lysis buffer 
[(50mM Tris, 150mM NaCl, 4.5mM MgCl2, pH 7.6, adapted from Prieto et al. 45 at a ratio of 1ml 
lysis buffer / 50 μg tissue. The lysis buffer also contained protease inhibitors (0.5 M EDTA, 0.5 M 
PMSF, 0.7 mg / ml Pepstatin, Leupeptin 2 mg / ml, Aprotinin 10 mg / ml and 0.5M Benzamidine) 
and phosphatase inhibitors (20 mM β-glycerophosphate, 20 mM NaF, 1 mM OrthoVanadate).The 
mixture was then sonicated at 1.5 V for 30 seconds, on ice and left on hold for 30 minutes. The 
samples were then centrifuged at 12,000 rpm, 10 min at 4 °C and the supernatant was collected. 
The protein concentration was determined by the Lowry method.  
For immunoblotting, 50 µg of protein were mixed with a Laemili/ DTT solution, heated at 100 °C 
for 3 min, and loaded onto an acrylamide gel. The proteins were then transferred to a PVDF 
membrane (Millipore) at 100V for one hour at 4 °C. Then, the membrane was incubated in 
blocking solution (skim milk 5% TBST) for one hour at room temperature and incubated with the 
1st antibody (Ab) overnight at 4 °C. The membrane was then incubated with the second Ab for 
one hour at room temperature and finally revealed by chemiluminescence (General HealthCare). 
The primary antibodies used were against Gas6 (sc-1935, Santa Cruz), Protein S (sc-25836, Santa 
Cruz), Gla (3570 SC Kiusi Diagnosis). The second antibody was either anti-mouse (sc-2005 SC), 
anti-rabbit (7074 CS) or anti-goat (sc-2020 SC) depending on the animal's origin of the first 
antibody. The results were analyzed by ImageJ software version 1.51f, Wayne Rasband, National 




Vitamin K determination in brain tissues 
The concentrations of K1 and MK-4 in the brain were measured by HPLC (n = 6/diet group) as 
previously described 10. Briefly, tissue samples were pulverized in anhydrous Na2SO4 and 
extracted with acetone containing an internal standard [2-methyl-3-(3,7,11,15,19-pentamethyl-2-
eicosenyl)-1,4-naphthalenedione] (GL Synthesis, Inc.). Dried extracts were then re-extracted with 
a mixture of hexane and water before being further purified by solid phase extraction on silica gel 
columns (ThermoFisher Scientific). A C-18 reverse phase column and fluorescence detection were 
used for quantitative analysis of K1 and MK-4. The calibration standard consisted of a mixture of 
K1, MK-4, and 2-methyl-3-(3,7,11,15,19-pentamethyl-2-eicosenyl)-1,4-naphthalenedione at 2 ng 
in 50 μL. The percent recovery for the samples was calculated from the internal standard and found 
to be 85–90%. 
Autoradiography 
Resting cerebral blood flow (CBF) was measured two weeks after the periarterial application of 
NaCl or CaCl2 in awake mice by quantitative autoradiography, using [
14C] IAP (Iodoantipirine 4-
N-Methyl-14C, Perkin Elmer, Canada) as a diffusible tracer. The protocol was adapted from that 
described by Joutel and colleagues 46. Under isofluorane anesthesia (induction: 5%, maintenance: 
2%), a catheter was inserted in the femoral vein for tracer infusion and in the femoral artery for 
the mean arterial pressure monitoring (LabChart6 Pro software v6.1.3, AD Instruments, USA). 
The discomfort caused by the surgery was treated locally with bupivacaine (Marcaine, CDMV, 
Canada, 4 mg/kg s.c.). Mice were held under minimal restraint and allowed to recover with their 
head covered and a rectal probe to maintain body temperature at 37 ºC. 
Tracer infusion (1 µCi/10g body weight, 8 ml/hour) began two hours after isofluorane anesthesia 
was stopped. Arterial blood samples were collected every 5 seconds during a period of 45 seconds 
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in eppendoff tubes. At the end of the 45-second period, mice were decapitated, the brain removed 
and quickly frozen in cold isopentane (-30 ºC) in dry ice for 5-10 seconds and then stored at -80 
ºC until tissue sectioning. Coronal brain sections were cut on a cryostat at 20 µm thickness and 
mounted on glass slides. Brain sections were exposed to an autoradiography film (Kodak BioMax 
MR Film, USA) during 10 days for densitometry analysis with the MCID™ Densitometry System 
software (MCID 7.0, Imaging Research Inc, ON, Canada). Plasma was obtained by centrifugation 
at 2000 rpm for 20 min. Plasma samples were placed in vials in the presence of scintillating liquid 
(Ultima Gold, PerkinElmer Inc, USA) and counted (Liquid scintillation counter 1219 RachBeta, 
LKB Wallac, USA). Radioactivity counts obtained were entered into the MCID™ Densitometry 
System software according to the sampling time. The software calculates CBF values as a function 
of the plasma contamination curve, as well as by the calibration of each film (exposure of a 
commercially available standard curve on each film). The following regions of interest were 
examined: VSCx (visual and somatosensory cortex), PECx (perirhinal and entorhinal cortex), CA1 
(cornus ammonis area 1), CA2-3 (cornus ammonis area 2-3), DG (dentate gyrus), THA (thalamus), 
CC (corpus callosum). Four brain sections per animal were used for analysis. The right and left 
side of the brain were identified. Resting CBF values are expressed in ml/100g/min.  
Calcium determination 
The carotid tissues were dried at 55 ºC in heating blocks and decalcified with formic acid 10% 
(30μl/mg dried tissue) at 4°C overnight. Calcium released from the lyophilized tissues was 
determined colorimetrically using a reaction with o-cresolphtalein complexone, according to the 
manufacturer’s specifications (Sigma-Aldrich Co., Oakville, Ontario, Canada). Data were 
calculated as micrograms per milligrams of dried tissue, using a calibration curve 47 as previously 




Data analysis was performed with the GraphPad Prism software (v5.00a, California, USA). MK-
4, Gas6, PS and calcium were assessed by one-way ANOVA with Tukey's post-hoc test. A two-
way ANOVA with Bonferroni post-hoc test was used to assess diet and surgery effect and their 
interaction. When there was no interaction, an unpaired two-tailed t-test to compare NaCl and 
CaCl2 groups. A repeated measures ANOVA followed by Bonferroni post-hoc test was used for 
the behavior learning data and a Pearson correlation was performed to estimate the linear 
relationship between MK-4 and learning performances. Criterion performance data were analyzed 
by Fisher’s exact test. Statistical significance was set at p < 0.05. Precise statistical data are 
reported in the figure legends. 
Results 
Vitamin K in brain 
MK-4 was the main form of VK in brain (at least 98.5 %) even when animals were fed exclusively 
K1 diet (Table 1). In all diet groups, we did not observe any difference between calcified (CaCl2) 
and control mice (NaCl). Therefore, we combined NaCl and CaCl2 animals to assess the dose 
effect of K1 and MK-4 diets on MK-4 concentration in brain. MK-4 concentration in brain 
increased with K1 (Figure 1A) and MK-4 (Figure 1B) intake in a dose dependent manner (p< 
0.0001). Noteworthy, animals that were fed K1 10 and MK-4 10 diet had the same MK-4 brain 
contents.  
VK prevents cognitive impairment 
Cognitive performances were assessed 3 weeks after calcification surgery using the Morris water 
maze test. In all VK diets groups, we observed decreasing escape latency over time (p < 0.0001; 
n= 10-14). Calcified mice (CaCl2) showed the same learning abilities as those of control mice 
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(NaCl), (ns). Given that the calcium treatment did not induce learning impairment during the 
training period, both NaCl and CaCl2 groups were combined to evaluate the diet effect on learning 
performances. Mice on MK-4 100 diet with the highest MK-4 concentration in the brain, displayed 
better learning abilities (p< 0.05) compared to those on the poor VK diet (K1 0.1) that had the 
lowest MK-4 concentration in the brain (Figure 2A). furthermore, a negative correlation was 
observed between brain MK-4 concentration and the escape latency on day 2 (r= -0.25, p< 0.05), 
implying a delay in the learning process in mice with lower brain MK-4 concentration in brain 
(Figure 2B).  
Memory consolidation was assessed using the probe test on day 6. In all K1 and MK-4 groups, 
calcified and control mice spent comparable time lapse in the target quadrant implying that the 
recall abilities were similar in K1 (Figure 3A) and MK-4 (Figure 3B) groups. Performance indices 
which is the combined two parameters i.e > 2 target crossings and > 35 % of the distance travelled 
in the target quadrant, were poorer in calcified mice receiving K1 0.1 (Figure 3C, p=0.07) and MK-
4 10 (Figure 3D, p< 0.05) diets. In contrast, calcified mice fed normal and enriched K1 (Figure 3C, 
p> 0.05) and MK-4 (Figure 3D, p> 0.05) diets, performed similarly to controls.  
VK restored Resting Cerebral blood flow 
Resting CBF was assessed by quantitative autoradiography 2 weeks after the calcification surgery. 
Four diet groups (K1 0.1, 1, 10 and MK-4 100) were used for this parameter. In mice fed the K1 
0.1 and K1 1 diets, arterial stiffness decreased resting CBF in different brain regions (n= 4-8). 
Specifically, in mice fed the K1 0.1 diet, the decrease was observed in the visual and somatosensory 
cortex (p= 0.008), in the thalamus (p= 0.006), in the CA1 (p= 0.04), in the DG (p= 0.04), in the 
CC (p= 0.02), in the CA2-3 (0.05). In the K1 1 diet group, carotid calcification reduced CBF in the 
visual and somatosensory cortex (p= 0.04), in the DG (p= 0.04), with trends in CA1 (0.06) and the 
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perirhinal/entorhinal cortex (p= 0.09). CBF was not altered in mice fed the VK rich diet (K1 10) 
and the MK-4 100 diet (Figure 4 A-G). 
The VK dependent proteins Gas6 and PS 
The effect of K1 and MK-4 on VK dependent proteins Gas6 and PS expression and carboxylation 
in brain was assessed. For the two proteins, calcified and control mice had similar results, thus we 
combined both groups and assessed the effect of the individual diets. Neither the K1 nor the MK-
4 significantly affected the expression of Gas6 and PS. In contrast, MK-4 modulated the 
carboxylation of both proteins. Specifically, Gas6 carboxylation was increased in animals fed the 
MK-4 100 diet compared to animals fed the MK-4 10 and the MK-4 50 diets (p< 0.05, 
n=12/group), (Figure 5A). PS carboxylation was increased in animals fed the MK-4 50 and the 
MK-4 100 diets (p< 0.05, n=12/group), (Figure 5B) compared to animals fed the MK-4 10 diet.  
VK reduced calcification in carotid arteries 
Finally, we sought to determine whether VK would have an effect on vascular calcification in our 
calcification model. Both K1 (Figure 6A) and MK-4 diets were assessed. Specifically, both K1 
(Figure 6A) and MK-4 (Figure 6B) vitamers were associated with a reduction of calcium 
concentration in the carotid artery (p< 0.05, n= 5-6), ), an effect that was dose-dependent with both 
K1 and MK-4 vitamers (p< 0.05, n= 5-6, Figure 6).  
Discussion 
In this study, we have shown that MK-4 is the main form of VK in mice brain and its concentration 
increased as a function of dietary VK, either K1 or MK-4. Both vitamers K1 1 in some regions and 
at high dose K1 10 and MK-4 100 in all regions assessed, prevented resting CBF impairment and 
cognitive deficit. Vitamers K1 and MK-4 did not have any effect on Gas6 and PS expression but 
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MK-4 modulated both Gas6 and PS carboxylation in the brain. In the carotid, K1 and MK-4 
reduced calcification in a dose dependent manner.  
Our findings indicate that MK-4 is the major form of VK in mice brain (at least 98%) even when 
animals are fed only K1 in their diet and that MK-4 content increases with K1 and MK-4 intake. 
This finding confirms concordant observations in young and old rats 10, 49. Dietary K1 is converted 
to MK-4 by removing the phytyl side chain of K1 and adding a geranylgeranyl group to the 
menadione nucleus 50. UbiA prenyltransferase containing 1 (UBIAD1) was identified as the 
enzyme catalyzing this menadione conversion 38, 51. It is not clear whether the same enzyme 
converts dietary K1 to menadione 
5, 52. 
We also investigated whether the K1 and MK-4 vitamers could attenuate the previously observed 
cognitive deficits associated with the carotid calcification model used in the present study. All VK 
diets including poor diets (K1 0.1 mg/Kg and MK-4 10 mg/Kg) prevented learning impairment 
previously observed in this calcification model. Notably, latencies on day 2 were negatively 
correlated with brain MK-4 content. Although vascular calcification was not associated with 
impairment, we observed a deficit in memory recall in mice fed the poor VK diets (K1 1 and MK-
4 10). Performances in the cue trials as well as swimming speed were identical across groups, 
suggesting that the memory recall deficit could not be attributed to motor or visual deficits. A 
previous study from our laboratory has demonstrated that a life time consumption of K1 induced 
spatial learning impairment in old rats 10. In another recent study, the impact of VK on cognition 
was assessed in the context of an acute VK following warfarin administration. In this study, rats 
that were subjected to the VK deficiency displayed poor learning capabilities in the Morris water 
maze test.  The learning impairment was associated with a decrease in MK-4 and sphingolipid 
concentrations in brain, mainly in the hippocampus, the region which is responsible of cognitive 
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functions 11, 49. Vitamin K can modify the activity of galactocerebroside sulfotransferase, the key 
enzyme of sulfatide synthesis 53, a sphingolipid highly present in myelin. Other studies have linked 
VK with cognitive function in humans. A low K1 serum concentration has been associated with 
worse episodic memory performance in older adults 54. Also, a high dietary VK intake was reported 
to be associated with fewer and less severe subjective memory complaints 55, an early 
manifestation of memory impairment 56 and with better cognition and behavior among elders 57, 
while a low VK intake was observed in patients in early stage of Alzheimer disease 58. 
In the current study, resting CBF was also assessed. For this parameter, K1 diets (0.1, 1 and 10) 
and only the highest dose of MK-4 were selected as we looked for the maximum effect of the MK-
4. The results show that arterial calcification causes a resting CBF decrease in various brain regions 
including hippocampus regions involved in cognition. The decrease was observed in K1 0.1 and 
K1 1 diets but it was prevented by K1 10 and MK-4 100 diets. The physiological consequences of 
dysfunctional CBF regulation are important considering the high metabolic requirements of the 
brain and the fact that even small reductions in blood flow can affect protein synthesis and cause 
neuronal dysfunction 59. In AD patients, a reduction of resting CBF was associated with cognitive 
impairment and decline 60. In AβPP-PS1 mouse model of AD, the CBF reduction was accompanied 
by a neurogenesis decrease in hippocampus 61, 62. The role of PS in maintaining blood fluidity and 
hippocampal neurogenesis 27 may explain, at least in part the resting CBF and cognitive deficit 
prevention by VK in the context of vascular calcification.  
Beyond all these mechanisms, VK has an antiinflamatory action in vitro and in animals models 6, 
7 that are independent of VKDPs.  
Our findings also demonstrate that K1 and MK-4 did not have any effect on the expression of Gas6 
and PS, but MK-4 increased their activity in the brain. In the nervous system, Gas6 has anti-
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apoptotic effects on neurons 14-16, Schwann cells 17. Gas6 reduces the pro-inflammatory cytokines 
production in macrophages 19 and influences synaptic plasticity in the hippocampal and cortical 
neurons 63. The activation of Gas6 receptor Tyro3 which is highly expressed in the hippocampus 
may participates in memory consolidation process 64. Protein S has direct effects on neurons and 
antithrombotic action and protects neurons during ischemic brain injury 24 maintain the BBB 
integrity both in vitro and in vivo 25. The BBB maintains the environment which preserves proper 
functioning of neuronal circuits, synaptic transmission, synaptic remodeling, angiogenesis, and 
neurogenesis in the adult brain. PS also plays an important role in tissue repair processes in the 
central nervous system by suppressing the proliferation of astrocytes 26 and regulates the 
quiescence and hippocampal neurogenesis 27. This neurogenesis in the hippocampus contributes 
to learning and memory 65-67. These mechanisms could only explain the beneficial effect of MK-4 
on the cognition since only this vitamer modulated Gas6 and PS carboxylation. 
Finally, calcium content in carotid arteries was measured in animal fed VK (K1 and MK-4) diets. 
K1 and MK-4 decreased calcium concentration in the carotid artery and this, in a dose dependent 
manner. In support to our findings, Schurgers et al 68 have reported that rich diets of both K1 and 
MK-4 decreased calcium concentration in rat aorta by 50 % in the warfarin model. Both K1 and 
MK-4 function as a cofactor for γ-glutamyl carboxylase 69 which provides the essential post-
translational carboxylation of MGP, the anticalcification protein 70. It has been shown that 
calcification comes after apoptosis 71. Gas6 and PS reduce vascular calcification by enhancing the 
clearance of apoptotic bodies from the vasculature 72 . Gas6 is also involved in vascular smooth 
muscle cells 28 and endothelial cells 29 survival and in vascular remodeling 31, 32 and delays cellular 
senescence process in the vascular smooth muscle cells 32. 
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Conclusion and perspectives 
In this study we show that MK-4 is the principal form of VK in mice brain and increases as a 
fonction of VK intake, confirming what has been reported in rat. We also report that even at low 
doses, vitamers K1 and MK-4 provide protection against learning abilities deficit in this model of 
vascular calcification. However, the adverse effect of the model on the performance index is 
attenuated only when the animals are exposed to medium (K1 1) and high K1 (K1 10) and high 
dose MK-4 (MK-4 100). This could be explained by the beneficial effects of these doses on carotid 
calcification and cerebral blood flow. The participation of the proteins Gas6 and PS remains to be 
determined but these could intervene in the presence of high doses of MK-4. Given the small size 
of the mouse tissues, we were unable to obtain enough material for other analyzes such as markers 
of inflammation and apoptosis, the blood-brain barrier integrity, MGP, etc. Other groups of 
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Figures legends and table  
Figure 1. MK-4 status in brain in K1 (A) and MK-4 (B) diet groups. Data represent NaCl and 
CaCl2 groups combined. Values are means ± SEM, n= 12 mice/group. Means without a common 
letter (a, b, c) differ, p<0.0001 (one- way ANOVA followed by a Tukey’s post-hoc test) 
 
Diets  K1 (pmol/g) MK-4 (pmol/g) % MK-4 / VK Total 
K1- 0.1  0.61 ± 0.47 33.2 ± 1.8 98.5 
K1- 1  0.28 ± 0.20 87.9 ± 2.8 99.7 
K1- 10  2.46 ± 0.17 528.8 ± 14.1 99.5 
MK-4 10  n.d 492.7 ± 23.7 100 
MK-4 50  n.d 1160.8 ± 27.4 100 
MK-4 100  n.d 1431.8 ± 51.1 100 
 
Table 1: K1 and MK-4 status and MK-4 % in total VK in brain. Data represent NaCl and CaCl2 
groups combined. 
    
 
     
Figure 2. Effect of diet on spatial learning. Learning abilities were examined with the Morris 


































































(D1-D5) during which mice were allowed three 60 sec trials per day to find the escape platform. 
Each trial was 20 min apart. The average latency across the training was calculated to compare 
learning performance. (A) NaCl and CaCl2 groups were combined (n= 22-27 mice/ group) to 
compare the learning performance between diets, and (B) correlation between learning abilities on 
day 2 and the MK-4 content in brain. (A) represents mean ± SEM. *p<0.05 (two-way repeated 
measures ANOVA followed by a Bonferroni post-hoc test) (A) and Pearson correlation r= -0.25, 
p< 0.05 (B). 
Figure 3. Effect of carotid calcification on memory. For the probe test (day 6), the platform was 
removed and animals were given two 30 sec trials separated 1 h apart, to assess time spent in the 
target quadrant (the quadrant where the platform was originally located) in K1 (A) and MK-4 (B) 
fed mice, and criterion performance in K1 (C) and MK-4 (D) fed mice. The criterion was reached 
when 35% of the path length was traversed in the maze target quadrant and at least two platform 
crossings occurred (the square corresponding to the initial location of the platform). Graphs 


























































Figure 4. Effect of carotid calcification on resting cerebral blood flow (CBF). Resting CBF was 
measured by autoradiography using [14C] iodoantipyrine as a diffusible tracer in awake mice, 2 
weeks after application of CaCl2 or NaCl. CBF was quantified in the following regions from the 









































































































































































cortices (PECx), (C) thalamus (THA), (D) CA2-3 (cornu ammonis area 2-3), (E) CA1 (cornu 
ammonis area 1), (F) dentate gyrus (DG), and (G) corpus callosum (CC). Graph represents mean 
± SEM. *p<0.05(unpaired Student’s t-test two tailed, n= 4-9 mice/group). CBF is expressed as 
ml/100g/min. 
 
Figure 5. VKDPs activity in brain. Gas6 (A) and PS (B) activity was determined by western blot. 
For each group, data include NaCl and CaCl2 animals combined. Values are means ± SEM, n=12 
mice/ group. Means without a common letter (a, b, c) differ, p < 0.05 (One-way ANOVA followed 











































































































































Figure 6. Calcium content in the carotid artery. The prevention efficacy in carotid calcification is 
presented for K1 (A) and MK-4 (B). Values are means ± SEM, n= 5–6. Means without a common 
letter (a, b) differ, p < 0.05 (One-way ANOVA followed by a Tukey’s post hoc test). 
 
Supplementary Figures: Antibody specificity verification  














































Figure 7: Gla Antibody specificity  
Gla is present in all 3 wells 
Well 1: Homogenate of rat brain 
Well 2: 5ng Recombinant protein S 
Well 3: 5ng Recombinant protein Gas6 


















Figure 8: Gas6 Antibody specificity  
Gas6 is present in wells 1 and 3  
Well 1: Homogenate of rat brain 
Well 2: 5ng Recombinant protein S 
Well 3: 5ng Recombinant protein Gas6 






1 2 3 
Figure 9: Protein S Antibody specificity  
Protein S is present in wells 1 and 2 
Well 1: Homogenate of rat brainWell 
Well 2: 5ng Recombinant protein S 
Well 3: 5ng Recombinant protein Gas6 
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TROISIEME PARTIE: DISCUSSION 
Dans le but de comprendre les effets de la rigidité artérielle sur le cerveau, nous avons d’abord 
démontré les effets sur les fonctions cérébrovasculaires, l’intégrité de la BHE et ultérieurement sur 
la mémoire. Ensuite nous avons démontré que ces effets concernent surtout les mâles et les 
femelles OVX tandis que les femelles reproductives sont protégées grâce à l’E2. Enfin, nous avons 
établi que la VK avec ses deux vitamères, VK1 et MK-4, réduit la calcification vasculaire et 
prévient les altérations du débit sanguin cérébral ainsi que les troubles cognitifs qui en résultent. 
Dans notre première étude, nous avons caractérisé l'impact de la rigidité artérielle sur les fonctions 
cérébrales. Dans cette étude, nous avons choisi d’utiliser un nouveau modèle murin de rigidité 
artérielle basé sur la calcification de la carotide. Contrairement à d’autres modèles de rigidité 
artérielle qui pourraient occasionner des lésions au cerveau par d’autres paramètres que la rigidité 
elle-même ou affecter la pression artérielle, ce modèle permet d’étudier spécifiquement les effets 
de la rigidité artérielle sur le cerveau indépendamment de l’âge et de l’augmentation de la pression. 
Nos résultats indiquent que la rigidité artérielle, indépendamment de l’âge ou de l'augmentation 
de la pression artérielle, altère la régulation du flux sanguin cérébral et l'intégrité du système 
vasculaire cérébral, endommageant la BHE et conduisant à des déficits cognitifs. La rigidité 
artérielle entraîne des altérations significatives du débit sanguin cérébral au repos et des 
mécanismes régulant le débit sanguin cérébral, y compris l’autorégulation cérébrale, le couplage 
neurovasculaire et la dilatation dépendante de l’endothélium. A noter que nous avons contrôlé les 
perturbations potentielles des paramètres physiologiques qui pourraient affecter le flux sanguin 
cérébral tels que les gaz sanguins et la pression artérielle et que ceux-ci se sont avérés comparables 
entre les souris témoins et les souris avec calcification artérielle. La diminution du débit sanguin 
cérébral au repos a été observée dans les régions cérébrales critiques, y compris l'hippocampe et 
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le cortex perirhinal et entorhinal, qui sont des zones extrêmement importantes pour la mémoire 584. 
Ces déficits sont suivis par des troubles cognitifs. L'hippocampe, une composante anatomique 
centrale du circuit de mémoire du lobe temporal médial, joue le rôle le plus important dans la 
génération, l'organisation et le stockage de la mémoire. Par ailleurs, l'hippocampe est l'une des 
premières structures cérébrales à présenter des modifications neurodégénératives de la maladie 
d’Alzheimer 585.  
Alors que d'autres mécanismes peuvent également contribuer à altérer la cognition, les 
répercussions physiologiques d'une régulation dysfonctionnelle du débit sanguin cérébral sont 
importantes compte tenu des besoins métaboliques élevés du cerveau et du fait que même de 
faibles réductions du débit sanguin peuvent inhiber la synthèse protéique et entraîner un 
dysfonctionnement neuronal 586. L'apparition initiale des déficits du débit sanguin cérébral suivie 
de troubles de la mémoire dans notre modèle, suggérerait que la perturbation de la régulation du 
débit sanguin cérébral est un lien mécanistique entre la rigidité artérielle et ses effets sur la 
cognition. Comme dans notre étude, il existe dans la maladie d’Alzheimer, des changements 
structurels et fonctionnels incluant le débit sanguin cérébral dans le cerveau, lesquels surviennent 
de 2,3 à 2,9 ans avant le déclin des fonctions cognitives 587. Une étude clinique récente a montré 
que l'association entre l’augmentation de la rigidité artérielle et le déclin cognitif incluait des 
facteurs cérébrovasculaires tels que l’augmentation de la résistance cérébrovasculaire et les 
dommages dans la substance blanche 588. Chez les humains, la rigidité aortique est à l’origine d’une 
réduction du débit sanguin cérébral dans le lobe temporal chez les personnes âgées n’ayant pas 
encore manifesté de troubles cognitifs 589.  
Pendant les périodes d'activité neuronale intense, il est nécessaire d'ajuster l'apport d'O2 et de 
glucose à l'activité neuronale locale grâce à une augmentation adaptative rapide du débit sanguin 
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cérébral. Ceci est assuré par un mécanisme appelé couplage neurovasculaire. L'hyperémie 
fonctionnelle résultante est un mécanisme essentiel pour maintenir un microenvironnement 
optimal du tissu cérébral et assurer ainsi une fonction neuronale normale 590. Notre étude a montré 
que ce mécanisme est altéré suite à la calcification vasculaire tout comme la réactivité vasculaire 
dépendante de l’endothélium. Cependant, la réponse du débit sanguin cérébral au nitroprussiate de 
sodium (SNP), donneur du NO et vasodilatateur indépendant de l’endothélium reste intacte, ce qui 
suggère que les déficits du débit sanguin cérébral détectés ne sont pas liés à un dysfonctionnement 
du muscle vasculaire lisse.  
L’altération du couplage neurovasculaire a été aussi observée chez les patients âgés 591 et dans le 
modèle murin de vieillissement 219, 592. Par conséquent, une inadéquation apparait entre les besoins 
en O2 et en glucose des neurones de l’hippocampe qui augmentent pendant l’activité et l’apport 
sanguin entraînant ainsi les troubles cognitifs 593. Un couplage neurovasculaire altéré peut entraîner 
une diminution de la distribution des nutriments, une élimination inadéquate des produits 
métaboliques et une perturbation du microenvironnement local dans les tissus cérébraux, ce qui 
peut nuire à la fonction neuronale. L’altération du couplage neurovasculaire observée au cours du 
vieillissement chez les rats a été simulée chez de jeunes souris en stimulant la génération 
intracellulaire d’anion superoxyde. Le stress oxydatif compromet la signalisation du NO et il en 
résulte un dysfonctionnement cérébrovasculaire et cognitif 594. La production d’anion superoxyde 
dans l’hippocampe a aussi été rapportée dans le modèle de rigidité artérielle utilisé dans cette étude 
et était associée à une neurodégénérescence 595.  
La diminution du débit sanguin cérébral peut aussi s’expliquer par la diminution de la densité 
vasculaire dans l’hippocampe et le cortex somatosensoriel observée dans notre étude. Ceci est en 
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accord avec une étude précédente qui a démontré la baisse de la densité artériolaire chez le rat âgé 
qui pourrait affecter l’apport sanguin 596.  
L'astrogliose peut également entraîner des processus neuropathologiques, notamment la libération 
de glutamate excitotoxique, la production de cytokines inflammatoires, la génération de ROS, la 
dégradation de la BHE et la production d’Aβ 597. En considérant d'autres mécanismes susceptibles 
d'endommager le cerveau suite à la rigidité artérielle, et au vu de la dysfonction endothéliale 
cérébrale détectée, nous avons examiné la BHE. Cette barrière est gravement endommagée chez 
les patients Alzheimer et chez les personnes âgées, en particulier au niveau de l’hippocampe 598, 
599. Nos résultats montrent une augmentation de la perméabilité de la BHE causée par la rigidité 
artérielle au niveau de l'hippocampe et une tendance similaire dans le cortex frontal, une région 
particulièrement affectée chez les patients souffrant de troubles vasculaires 236, 600. La vulnérabilité 
de l'hippocampe dans notre modèle de rigidité artérielle chez la souris peut être expliquée par 
l’augmentation précédemment rapportée de la production d’anion superoxyde vasculaire et de 
l'activation des cellules microgliales dans cette région 595, qui pourraient endommager 
l'endothélium cérébral, le site de la BHE. Ceci est également cohérent avec l'altération de la 
mémoire spatiale et la réduction significative de la densité vasculaire également observées dans 
cette région.  
Dans notre étude, nous avons étudié les changements dans l’hémisphère droit vu que seule la 
carotide droite était calcifiée dans le modèle et ses effets étaient moins marqués dans l’hémisphère 
gauche. Cependant, nous pensons que la calcification de la carotide gauche entrainerait des effets 
similaires à ceux résultants de la calcification de la carotide droite étant donné que la vasculature 
cérébrale est symétrique à partir des artères carotides et que les pressions artérielles au niveau des 
deux carotides sont équivalentes. 
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Nous avons évalué les fonctions cognitives avec la piscine de Morris, test évaluant l’apprentissage 
dépendant de l’hippocampe 601, parce que dans le modèle utilisé, la rigidité artérielle entraîne une 
neurodégénérescence au niveau de l’hippocampe 602. Ce test est très sensible aux dommages subis 
par l’hippocampe 603, 604. 
Bien que ce modèle nous ait permis d’étudier les effets spécifiques de la rigidité artérielle, il ne 
nous a pas permis de vérifier toutes nos hypothèses. Puisque les études chez l'homme ont montré 
des associations entre la vitesse de l'onde de pouls et la charge Aβ cérébrale chez les adultes non 
atteints de démence 605, 606, nous nous attendions à ce que l’altération de la régulation 
cérébrovasculaire, la diminution de la densité des microvaisseaux et l’altération de la BHE aient 
un impact sur la clairance de l'Aβ et conduisent ainsi à une accumulation de l’Aβ dans le cerveau. 
Nos résultats ont montré une augmentation modeste du rapport Aβ40/Aβ42 dans le cortex frontal, 
alors qu'aucun changement significatif n'a été observé dans l'hippocampe et le plasma. Cela ne 
devrait pas exclure le fait que la rigidité artérielle pourrait avoir un impact sur l'accumulation d’Aβ 
chez l'homme. En effet, l’expression des peptides amyloïdes murins endogènes est inférieure à 
celle des humains et ils ne possèdent pas les acides aminés susceptibles d’agréger alors que ces 
acides aminés sont présents dans l’Aβ humain 607, 608. Mais aussi, la période de deux semaines 
après la chirurgie de calcification pourrait être courte pour observer une accumulation d’Aβ.  
Nos observations nous laissaient penser que la rigidité artérielle pouvait induire des 
microhémorragies cérébrales. En effet, ces lésions sont fréquentes chez les personnes âgées 609, 610 
et ont été associées à un risque accru d'AVC 611, à une altération de la structure de la substance 
blanche 612, à une baisse de performance cognitive 613 et même à une démence 610. Les résultats 
chez la souris n’ont montré aucune microhémorragie. Nous n’excluons toutefois pas la possibilité 
que la rigidité artérielle puisse favoriser la formation de microhémorragies chez l'homme 614, 615. Il 
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serait intéressant d'examiner si la rigidité artérielle est suffisante pour induire des 
microhémorragies et une altération de la substance blanche chez les animaux plus âgés. Nous 
n’avons pas envisagé cette possibilité dans cette étude pour éviter le vieillissement comme facteur 
confondant et pouvoir ainsi examiner les effets indépendants de la rigidité carotidienne, sans 
paramètres supplémentaires. 
Dans notre deuxième étude nous avons cherché à comprendre l’effet du sexe sur la rigidité 
artérielle et ses conséquences sur le cerveau. Nos résultats montrent que la rigidité artérielle 
entraîne une altération du couplage neurovasculaire et de la réactivité vasculaire dépendante de 
l’endothélium chez les souris mâles mais pas chez les souris femelles reproductives. Cette 
protection a été supprimée par une ovariectomie, mais a été restaurée par un traitement à l’E2 chez 
les souris ovariectomisées. De même, des études antérieures ont rapporté une résistance des 
femelles contre les lésions cérébrales 616-618. Ceci est en accord avec les résultats précédents 
montrant la protection de l’E2 contre les lésions cérébrovasculaire associées à l'administration 
aiguë 616 et chronique 617 d’Ang II chez les souris femelles. Dans le cas de l'administration aiguë 
d'Ang II, cette protection était efficace en phase proestrale et œstrale lorsque le taux d'E2 dans le 
plasma était élevé 616. Dans notre étude, nous n’avons pas spécifiquement étudié l’effet de la phase 
du cycle œstral. Cependant, les résultats montrent que la plupart des femelles étaient en metestrus 
ou diestrus. L’Ang II augmente la production de radicaux libres dans les vaisseaux sanguins 
cérébraux 616. Dans une étude antérieure, il a été démontré que les lésions cérébrales associées à la 
rigidité artérielle sont consécutives à une augmentation du stress oxydatif 595. Le stress oxydatif 
compromet la signalisation du NO et entraîne un dysfonctionnement cérébrovasculaire 594. Les 
œstrogènes inhibent considérablement la production d’anion superoxyde par les mitochondries 
dans les vaisseaux sanguins cérébraux et les cellules endothéliales 386, 619, 620. Ainsi, les œstrogènes, 
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en supprimant la génération de radicaux libres, peuvent avoir des effets protecteurs sur la fonction 
cérébrale. Les œstrogènes augmentent également l'expression de la eNOS, qui favorise la 
vasodilatation grâce à une augmentation de la production de NO dans le cerveau 376. L’effet 
protecteur des œstrogènes implique aussi son action sur les astrocytes  où l'E2 diminue l'astrogliose 
et la libération des cytokines inflammatoires 621. Les œstrogènes réduisent aussi l’inflammation 
vasculaire cérébrale 622, 623. L’effet anti-inflammatoire des œstrogènes diminue avec l’âge 381, 624. 
Enfin, les œstrogènes améliorent le transport du glucose 625 et possèdent une action anti-
apoptotique 626, 627.  
Concernant les propriétés mécaniques vasculaires, la rigidité artérielle affecte les mâles et les 
femelles de la même façon. Ni l’ovariectomie, ni l’administration d’E2 n’ont eu d’effet 
contrairement aux observations dans d’autres modèles de rigidité 628, 629. Aussi dans notre modèle, 
la calcification est induite directement ce qui suggère que les œstrogènes pourraient agir en amont 
de la formation de sels de Ca2+ dans les vaisseaux sanguins. Pour d’autres auteurs 630, la rigidité 
artérielle est liée à l’âge plutôt qu’à la ménopause en tant que telle. Ceci est en accord avec notre 
étude qui a utilisé des animaux jeunes. 
Dans cette étude, nous avons combiné le modèle de calcification au modèle d’ovariectomie. Mais, 
malgré la similitude des profils hormonaux ovariens après l'ablation chirurgicale des ovaires chez 
la femme et le rongeur, une limite importante de ce modèle réside dans le fait que la plupart des 
femmes ne subissent pas de ménopause induite par une intervention chirurgicale. La majorité des 
femmes vivent la ménopause par une transition naturelle résultant du vieillissement ovarien. Ce 
dernier se traduit par l'épuisement des follicules produisant les œstrogènes, la progestérone et 
l'androgène 631. Un autre modèle permet d'induire une déplétion folliculaire chimiquement par le 
diépoxyde de 4-vinylcyclohexène (DVC), une substance qui cible de manière sélective les 
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follicules ovariens primordiaux et primaires chez la souris en accélérant le processus naturel 
d'atrésie 632. Ce modèle reproduit des conditions plus similaires à celles de la majorité des femmes 
en transition vers la ménopause 633 et est nécessaire chez la souris puisque la sénescence ovarienne 
arrive très tardivement chez cette espèce. Ainsi, afin d’éviter l’âge comme facteur confondant, 
nous n’avons pas envisagé d’utiliser des souris âgées dans cette étude. De plus l’évolution de la 
ménopause chez les souris n’est pas vraiment comparable à celle observée chez les femmes 632, 634. 
Dans notre dernière étude, nous avons voulu étudier la possibilité de prévenir la rigidité artérielle 
et ses effets notamment sur le cerveau dans notre modèle de rigidité artérielle. Pour cette étude, 
nous avons choisi d’utiliser la VK vu ses effets bénéfiques sur les fonctions cognitives déjà 
démontrés dans les travaux précédents dans notre laboratoire mais aussi l’action contre la 
calcification vasculaire observée dans d’autres modèles animaux et chez l’homme. Nous avons 
utilisé deux vitamères de VK, la VK1 normalement trouvée dans l’alimentation et la MK-4 
(ménaquinone) surtout synthétisée dans l’organisme à partir de la VK1. Pour chaque vitamère, 
nous avons utilisé trois doses (faible, normale et élevée). La dose normale pour la VK1 correspond 
à ce qui est recommandé pour les rongeurs et les doses faible et riche ont été déterminées sur la 
base d’études antérieures réalisées au laboratoire. Les doses pour la MK-4 étaient basées sur la 
littérature puisqu’il n’existe pas de recommandation pour la MK-4. Cette étude confirme que la 
VK dans le cerveau est principalement sous forme de MK-4 même quand les animaux ne reçoivent 
que la VK1 dans leur régime alimentaire comme précédemment observé chez le rat 
570, 635. De plus, 
la teneur en VK dans le cerveau augmentait avec l'apport de VK dans l'alimentation.  
La VK améliore aussi les fonctions cognitives dans le contexte de rigidité artérielle. Étonnamment, 
tous les régimes de VK, y compris les régimes pauvres en VK, ont prévenu les troubles 
d'apprentissage observés précédemment suite à la calcification carotidienne. Les capacités 
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d’apprentissage étaient corrélées avec la teneur en VK du cerveau. Contrairement à l'apprentissage, 
la consolidation de la mémoire était altérée chez des souris nourries avec un régime pauvre en VK 
(K1 0.1 et MK-4 10) lorsqu'elles étaient soumises à une calcification vasculaire. L’effet de la VK 
sur la cognition a été aussi observé dans deux autres modèles, le modèle de calcification vasculaire 
de la warfarine 636 et le modèle de déficience alimentaire en VK 570, les deux conduisant à une 
déficience de VK au niveau du cerveau.  
Lors de notre première étude, nous avons établi que les troubles cognitifs étaient consécutifs au 
dysfonctionnement cérébrovasculaire, avec notamment une baisse du débit sanguin cérébral au 
repos. La baisse du débit sanguin a aussi été associée aux troubles cognitifs dans la maladie 
d’Alzheimer 637. Dans cette étude, nous démontrons que la VK1 aux doses normale et enrichie ainsi 
que la MK-4 à dose élevée, la seule examinée pour ce paramètre, préviennent les troubles du débit 
sanguin cérébral. Ceci pourrait donc expliquer en partie l’amélioration des fonctions cognitives 
chez les animaux calcifiés en fonction de la dose alimentaire de VK. 
La VK mais surtout la MK-4 a augmenté l’activité des protéines Gas6 et PS dans le cerveau. Les 
effets de ces protéines incluent l’action anti-apoptotique 638-640 anti-inflammatoire 641 ou la 
neurogenèse pour la Gas6 642; et une action anti-thrombotique 643, de maintien de l’intégrité de la 
BHE 644 et de neurogenèse 558 pour la PS. Certains de ces mécanismes ont été mis en cause dans 
notre première étude comme participants à l’altération de l’homéostasie cérébrale suite à la rigidité 
artérielle. L’activité de ces protéines peut donc justifier les effets bénéfiques de la VK observés 
dans notre étude.  
Notre étude a confirmé également la capacité des deux vitamères de VK à réduire la calcification 
vasculaire comme précédemment décrit par Schurgers et al. 478 dans le modèle de warfarine. Au 
niveau vasculaire, la protéine MGP dont l’activité dépend de la VK prévient la calcification 
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tissulaire 645. La Gas6 est aussi présente dans le système vasculaire et exerce une action anti-
apoptotique 527. Dans la suite de cette étude, nous allons évaluer l’activité de ces protéines au 
niveau vasculaire. 
Cette étude a démontré que la VK peut prévenir la calcification vasculaire et les troubles cognitifs 
qui en résultent. Cependant, comme dans la première étude, il serait intéressant de confirmer les 
effets sur la cognition avec un autre test de comportement. Compte tenu de la petite taille des tissus 
de la souris, nous n’avons pas pu disposer d’assez de matériel pour toutes les analyses prévues 
dans notre étude tels que les marqueurs de l’inflammation et de l’apoptose, l’intégrité de la BHE, 
la MGP, etc. D’autres groupes d’animaux seront bientôt disponibles pour procéder à ces mesures.  
CONCLUSION 
Le modèle expérimental utilisé nous a permis de mieux caractériser les effets de la rigidité 
artérielle sur l’homéostasie cérébrale. Ces effets sont indépendants de l’âge et de l’hypertension. 
Nous avons déterminé que la rigidité artérielle altère la cognition. Les troubles cognitifs sont 
précédés par l’altération des mécanismes important que sont le couplage neurovasculaire et la 
réactivité vasculaire dépendante de l’endothélium ainsi qu’une baisse du débit sanguin cérébral au 
repos dans les régions du cerveau importantes pour la cognition. L’altération des mécanismes 
neurovasculaires a été observée chez les souris mâles et les femelles OVX mais pas chez les 
femelles reproductives et les femelles OVX ayant reçu un traitement d’E2. Enfin, avec deux 
vitamères de VK (K1 et MK-4) nous avons réduit la calcification vasculaire et prévenu les troubles 
cognitifs qui en résultent. La prévention du déclin cognitif a été atteinte au moins partiellement en 
rétablissant débit sanguin cérébral au repos et en augmentant l’activité de Gas6 et PS dans le 
cerveau.   
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LIMITES DE L’ÉTUDE 
Les limites de notre étude sont surtout liées au modèle de rigidité artérielle utilisé. Dans ce modèle, 
la rigidité artérielle survient sur une période plus courte par rapport à la rigidité observée avec le 
vieillissement ou les maladies chroniques qui elle, s’installe lentement. Cette période (2-3 
semaines) pourrait être trop courte pour détecter tous les changements liés à la rigidité artérielle 
qui normalement apparaissent plus tardivement. Une autre limite concerne aussi le modèle de 
ménopause induite alors que chez la plupart des femmes la ménopause résulte de la perte 
progressive des follicules ovariens produisant les hormones sexuelles avec l’âge. Enfin, dans nos 
études de comportement un seul test a été utilisé. 
PERSPECTIVES 
Ces études permettent une meilleure compréhension des effets de la rigidité artérielle sur la santé 
du cerveau, et démontrent le potentiel de la VK et le traitement hormonal par l’œstradiol dans la 
prévention de ces effets. Cependant, il reste plusieurs questions à explorer. Par exemple, quel est 
le seuil de rigidité artérielle associé à un dysfonctionnement cérébral? Quels sont les effets sur la 
structure du polygone de Willis? Quand les personnes présentant une rigidité artérielle devraient-
elles commencer le traitement? Le traitement avec l'E2 pourrait-il éventuellement empêcher le 
déclin cognitif dans ce modèle? Quels sont les autres mécanismes impliqués dans la protection de 
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